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1„ INTRODUÇÃO E PROPÖSITO

A insul ina, a semelhança de outros hormônios prot i icos , tem
sua quantificação em materiais b io lógicos , dif icultada pela baixa coji
centração e pelo fato de não contar em sua estrutura com radicais ca
racterTsticos que permitam reações quTmicas próprias.

Os métodos bio lógicos , embora sens íve i s , não são muito espe.
cTficos nem precisos.0)

0 doseamento da insulina somente se tornou mais acessível ã
rotina quando se associaram as características de especificidade de
certas reações imunolÕgicas ãs extremas sensibilidade e precisão das
medidas físicas da radioatividade, ou seja através das técnicas genen.
camente denominadas de radioimunoensaio ' '.

As técnicas de radioimunoensaio, inicialmente limitadas a d<3
terminação da insulina no plasma' ', tiveram seu campo de uso dilatado
a um sem número de substâncias que incluem estruturas químicas as mais
diversas' '.

Graças a generalização dos conceitos fundamentais de que qual,
quer proteína que exiba um alto poder de afinidade (binding) por detejr
minada substância, pode ser usada para medir a concentração desta, des^
de que a mesma seja possível de ser identificada pela incorporação de
um radioelemento.

A mesma técnica poderá apreciar quantitativamente a proteína
em termos de seus sítios de ligação (binding sits).



Os princípios do ensaio radioimunologico se esteiam numa
sirie de reações deT competição* _?~ '~esquemati camente — representadas
na Figura 1, onde Ag* representa d hormônio marcado rantTgeno especv
fico para a formação do anticorpo Ab. .Pondo ambos em contatos estãbe_
lecer-se-á um equilíbrio dinâmico entre õ complexo antTgeno-anticorpo
Ag*Ab (onde Ag* esta sob a forma ligada (B) e seus elementos constitu
tivos Ab e Ag* forma livre (F) do hormônio marcado).

A adição ao sistema, ora descrito, de hormônio não marcado
Ag (hormônio "frio") vai deslocar da formação de Ag*Àb uma fração de
Ag* proporcional as quantidades relativas de Ag (dai as expressões com
petição, deslocamento, inibição competitiva empregadas na literatura).

Determina-se a quantidade de hormônio, em amostras de concern
tração desconhecida, comparando-se a inibição competitiva produzida pe_
Io teor desconhecido com a determinada no mesmo sistema antígeno-anti_
corpo, por quantidades conhecidas e progressivas de hormônio " frio "
(curva de calibração, padronização).

Como resulta da exposição acima, o poder competitivo e,co£
sequentemente, a massa de hormônio a determinar, e apreciada através
da relação B/F, ou seja, mercê da razão entre as quantidades de hormô
nio marcado ligados e livre.

Para que sistemas dessa natureza possam se tornar eficientes
em termos quantitativos, é mister respeitar algumas condições essenci.
ais ligadas ãs próprias substâncias postas a reagir.

A quantidade de anticorpo disponível deverá ser sempre infe_
rior a quantidade de antTgeno presente (em termos de capacidade comple_
xadora) a fim de que possa existir condições de competição entre antT
geno marcado e frio.

II

Um compromisso adequado entre as quantidades relativas de aji
tTgeno-anticorpo corresponde a valores de B/F que se distribuem er̂
tre 0,8 a l , Z ^ .

Um sistema como o descrito, no entanto, somente serã útil se
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for possível separar, de maneira pratica e eficiente, as frações li_
vres e combinadas de hormônio marcado, indicador da reação de compete
ção que é a base do método.

Para alcançar este fim recorreu-se a artifícios técnicos os

mais variados tais como:

- Cromatoeletroforese (Yalow, Berson; Glick, Roth)" '

- Eletroforese (Hunter, Greenwood)(12)

- Filtração em Gel (Haber, Page e Richards; Genuth, Frohman e Lebovi^

tz) (13-14)

- Resina de troca ionica (Mead e Klitgaard; Yalow e Berson) (15-5)

1I.

Carvão ativado com dextrana (Wool e Selenkow; Herbert, Lau,Gottlieb
e Bleicher)'16"17).

- Talco e s i l ica (Rosselin, Assan, Yalow e Berson)(18)

- Carvão ativado com plasma (Yalow)(21)

- Separação por meio de fase sólida (Catt e Tregear; Wide e Porath )
(19-20-21).

- Separação pelo método do duplo anticorpo (Hales e Rändle; Morgan
e Lazarow; Sckom e Talmage) í 2 2 " 2 3 " 2 4 ) .

- Separação usando sal neutro ou solvente orgânico (Chard, Martin e
Landon)(25)

á

a
m

II

Malgrado a considerável copia de trabalhos publicados sobre
o assunto e o tempo transcorrido desde as comunicações iniciais, ainda
existe alguma controvérsia quanto a seqüência técnica mais adequada
e que leve a resultados mais consistentes, reprodutTveis e conseqüente
mente mais confiáveis.

Acresce dizer que em nosso meio ê o assunto ainda pouco co



nhecido pois limita-se a um pequeno número de trabalhos dados a publj.
co. AlIm disso, ainda não houve comunicações relativas as vantagens do
emprego das derradeiras inovações técnicas, tais como o uso de partTcu_
Ias de carvão ativado recobertas de plasma para a separação da fração
livre (F) do hormônio marcado.

Em face das considerações expostas propuzemo-nos estudar as
condições de exequibilidade em nosso meio da dosagem da insulina em
plasma humano por técnica de radioimunoensaio, visando sua padronizei
ção dentro da esquematização experimental adiante exposta e justifica
da a mercê dos métodos selecionados para tanto.

ÍJ



2. PROGRAMAÇÃO EXPERIMENTAL

Para alcançar o fim proposto era mister dispor dos reagentes
essenciais do método a saber: hormônio marcado e frio, anticorpo ajn
t1 insulina e um sistema de separação da insulina marcada livre (F) e
complexada (B), cada qual obedecendo a características e especifica,
ções bem definidas e muitas vezes críticas.

Cada um dos itens serã analisado separadamente justificando-

se a tomada de decisões.

A. INSULINA "FRIA" E MARCADA

Como fonte de insulina "fria", como matéria prima para a
marcada, limitamo-nos a recorrer a uma das diferentes fontes de insu1j[
na de porco recristalizada disponíveis no mercado^ '.

Valemo-nos da insulina porcina, por ser a mesma utilizada
no preparo do anticorpo^ '.

0 fato de ser originaria de outra espécie não 5 crítico»
em virtude da mesma apresentar seqüência aminoacida idêntica a humana»
exceto a presença de alam"na em lugar de treonina no carbono terminal
da cadeia B ^ .

Para as curvas padrão utilizamos insulina humana prepara-
da pelo Dr. Mirsky.

No que toca a insulina marcada, optamos pela sua marcação



em virtude de já contarmos com razoável experiência na marcação de su_
bstratos protiicos com radioiodo (albumina, gama globulinas, etc.) e
por ser de toda conveniência o emprego de partidas recém marcadas,afim
de poder utilizar, após purificação radiohormÔnio da melhor qualidade.

0 método mais empregado para a marcação do hormônio è* o
de Hunter e Greenwood * '" 8J 1 também por nos adotado levando-se em
conta o fato de ser um método de rotina em nosso meio.

125Quanto ao radioelernento, optamos desde logo pelo I,mal_
grado não seja ainda preparado entre nos e dependa de importação, pe
Ias inegáveis vantagens ligadas a sua emissão radioativa de baixa ener
gia, determinando menor dano molecular, o que permite conservar-lhe as
propriedades biológicas, em particular as imunitãrias essenciais den-
tro do esquema metodológico que nos interessa' '. Apesar dos cuida^
dos utilizados no desenvolvimento da marcação propriamente dita, a es_
trutura da insulina sofre agressões que se traduzem a par da presença
de moléculas de insulina, pela de frações moleculares igualmente marra
das (insulina danificada) e iodo * 1 2 9 )

E pois necessário proceder-se a uma purificação prévia a^
tes de empregar a insulina marcada na seqüência metodológica do ensaio.

A literatura especializada refere diferentes técnicas pa_
ra a purificação do hormônio marcado; não havendo, no entanto, uma uri£
nimidade de pontos de vista, resolvemos ensaiar algumas das técnicas
propostas, a fim de poder eleger ao final, a que permite mais elevado
nível de pureza, independentemente do rendimento, em face dos recursos
locais.

Para tanto ensaiamos os três métodos adiante referidos.

1. Cromatografia de adsorção em celulose.

Sendo a insulina um hormônio peptídico de caráter bá_
sico e baixo peso molecular, pode ser adsorvida a celulose, através de
grupos funcionais do adsorvente e ser eluTda por solução álcool-ácido.
(30).



2. Eletroforese em gel de amido.

Este método e particularmente usado para separação de
insulinas com diferente teor de iodo ^ '. Presumivelmente moléculas
com resíduos de diiodo tirosina migram mais rapidamente para o anõdo
do que moléculas com grupamentos tirosil monosubstituídos' ' em virtu
de de cada resíduo de tirosina diiodada conferir em pH8-8,6, uma carga
negativa extra a molécula.

3. Cromatografia em coluna de exclusão molecular (Sepha
dex).

Esta técnica constitui uma purificação ulterior, dos
produtos fracionados através da eletroforese em gel de amido.

A fração intermediária é cromatografada em "Sephadex"
G-50 fino. Elue-se com solução Veronal Albumina, separando-se a fra
ção mais pura, consequentemente a mais indicada, através da mesma téc-
nica empregada para separar o hormônio livre do complexo.

Para se apreciar as vantagens relativas de cada mét£
do de purificação, se tornou necessário criar um critério de qualidade
para o hormônio marcado e padronizar a técnica correspondente que re_
pousa no emprego do reagente complexante específico.

B. ANTICORPO ESPECIFICO

Em virtude da disponibilidade internacional de anticorpos
antiinsulina de elevado título, afastou-se inicialmente qualquer tenta
tiva de produção local, recorrendo-se a Dra.Yalow, que gentilmente nos
supriu de quantidades suficientes para largo período de ensaio.

No entanto, objetivando iniciar-se um aprendizado metodo-
lógico orientado no sentido de produzir anticorpos para emprego em
técnicas de competição, deu-se início a uma série de tentativas que
aqui não serão relatadas por fugirem ao assunto fundamental.



C. SEPARACKO DAS FRAÇÕES LIVRE (F) E LIGADA (B) DO HORMÔNIO
MARCADO.

Nesse sentido, embora existam referencias de numerosos m£
todos, cada qual desfrutando alguma propriedade específica de determi_
nados reagentes, aceitamos a sugestão da Dra.YaIow, de utilizar carvão
ativado recoberto com plasma para a remoção da fração livre (F) do
meio de reação pelas seguintes razões.

a) a sugestão vinha de pessoa da mais alta qualificação
em técnicas de radioimunoensaio, com enorme experiên

cia neste setor;

b) em virtude de termos podido acompanhar durante um mês
os trabalhos da Dra. YaIow, pudemos treinar sob sua

direta orientação , a técnica em tela o que cremos nos permitiu adqui.
rir rapidamente um domínio da mesma. De posse dos meios que a nosso
ver seriam adequados e suficientes para levar adiante nosso trabalho,
resta esquematizar a seqüência experimental para a concretização do
nosso propósito.

A exequibilidade e seu grau resultariam, ao final, da
própria seqüência dos ensaios realizados e de seus resultados.

D. ESTABELECIMENTO DA DILUIÇÃO APROPRIADA DO ANTICORPO.

Antes de usar o hormônio marcado para radioimunoensaio,
a preparação ê testada para observar a percentagem de radioiodo e com
ponentes danificados e propriedade de se ligar adequadamente ao
corpo. E conveniente iniciar incubações preliminares, sob as j^
ções do ensaio, em diluições diferentes, escolhendo-se a que apresen
tar uma boa relação B/F em menor tempo, e pequena fração degradada.

Nos testes preliminares, além de se determinar a estabi-
lidade da preparação marcada e suscetibilidade para danificar-se duran
te a incubação, determina-se também a imunoreatividade.

A padronização da técnica envolve, em nosso sentir, a ve
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rificação das condições e graus de especificidade, exatidão, sensibili,
dade e precisão, para testar as quais planejaram-se os modelos experi.
mentais seguintes.

a) Especificidade

Para testar esta propriedade, entendida como a quanti.
ficação individual de determinada substância, no caso o hormônio, limi.
tamos os ensaios a comprovação, no material biológico a ser analisado,
da inexistência de substancias que por qualquer mecanismo, possam iji
terferir na reação.

Para tanto seguimos as indicações de Yalovr ' que
sugere o emprego de diluições do material a estudar com o objetivo de
verificar a constância do teor de insulina quando corrigido pelo va_
lor de diluição.

í

1

I
1
M

1

S
i

A existência de qualquer substância capaz de reagir
dentro do sistema insulina-anticorpo específico necessariamente leva^

ria a uma falta de linearidade entre as concentrações medidas e os res_
pectivos valores de diluição.

E obvio que este ensaio será valido como teste de es-
pecificidade se o método for por outros aspectos, suficientemente con-
fiável, o que cremos poder demonstrar na seqüência adiante expostas.

b) Exatidão

Esta característica foi apreciada através da recupera
ção de quantidades conhecidas de hormônio purificado adicionados ao
meio no qual se procede a dosagem, no caso particular no plasma.

Quanto mais elevada for a recuperação percentual tan-
to melhor será o método no que toca ã exatidão.

Como limite de aceitabilidade fixamos valores de coe-
ficiente de correlação, r significativo ao redor de o = 0,05.

!
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c) Sensibilidade

Um requisito para um radioimunoensaio sensível I um
anticorpo que tenha interação elevada com o hormônio, que se reflete
essencialmente na queda inicial da curva padrão* '.

d) Precisão

Um método é preciso quando e compatível com a reproduz
ção de um mesmo resultado em diversas alíquotas de um mesmo material.
Mede ela consequentemente, a propagação dos erros experimentais e o
dos inerentes a técnica (especificidade, sensibilidade, exatidão)Assim
sendo, é oportuno ensaiã-la em duas condições diferentes a saber:

1. Em condições ideais, ou seja, quando o operador,
materiais e instrumentos são de elevada qualidade,

neste caso o erro experimental será reduzido pela competência do op£
rador, pela qualidade dos reagentes e pela precisão e adequação do ins_
trumental (pipetas,volumetricos, balanças, medidores de atividade etc)

Para esse nível fixamos um coeficiente de varij»
ção igual ou inferior a 10S> para uma série de 20 determinações realiza^
das no mesmo dia de trabalho.

2. Em condições de rotina. As habituais a um labora
tõrio de rotina. Nesse caso aceitamos como coefi-

ciente de variação valores iguais ou inferiores a 20% para uma série
de 20 determinações distribuidas em outros tantos dias de trabalho. Fi,
xamos em 10 e 2035, efetivamente, os valores críticos para a precisão
em condições ideais e de rotina por estarmos lidando com um parâmetro
cujas dispersões de valores em indivíduos normais é suficientemente am
pia para observar números como os referidos. No fenômeno das altera
ções patológicas da insulinemia, as variações são ainda maiores e con_
sequentemante compatíveis com os limites fixados.

Para a verificação dos níveis de
utilizou-se o teste t de Student^32)"

significancia

Como complemento final, realizaram-se dosagem em
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plasma humano em número superior a 3000 cobrindo situações clinicas as
mais variadas e consequentemente amplo espectro de valores individuais.
Os resultados destas séries não serão apreciadas neste trabalho ape-
nas nos valeremos da experiência vivida para alguns comentários de cai
rãter metodológico.

§1
Ml

Iml
-.8

**********
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3 . MATERIAIS E MÉTODOS

3 . 1 . MARCAÇffQ DA INSULINA COM "10I

Empregamos o método de Hunter e Greenwood ^ " ' com
as modificações sugeridas por Yalow e Bersonv ' utilizando como mate
rias primas essenciais insulina de porco recristalizada 6 vezes (Lil ly
Laboratories) e I sob a forma de iodeto com atividade variando e^
tre 200 a 300 mCi/ml (Union Carbide Corporation).

A técnica obedece a seqüência seguinte e emprega os
reagentes e soluções reagentes adiante relacionados.

Reagentes

- Fosfato dibasico de potássio anidro (Q.E.E.L.)
- Fosfato monobãsico de potássio (Q.E.E.L.)
- Cloramina T (Merck)
- Metabissulfito de Sódio (British Drug House)

Soluções reagentes

- Tampão Fosfato 0,2M pH 7,4
- Cloramina T dissolvida em Tampão Fosfato na concentra
ção de 2,65 mg/ml.

- Metabissulfito de sódio dissolvido em Tampão Fosfato
na concentração de 4,8 mg/ml.

Quantidades e ordem de adição dos reagentes

- 1 20 ui de Tampão Fosfato 0,2M.

4

mi



IOC

- 2. 5* ul de '"lodo.

- 3, 5* ul de Insulina de porco.

- 4 20 ul de Cioramina T.

- 5. 20 ul de Metabisuulfito de Sódio.
IOC

* As quantidades de Iodo e Insulina de porco va
riam de acordo com a atividade específica que se deseja.

As quantidades de outros elementos são mantidas cons-

tantes.
Uma vez adicionado o hormônio os outros reagentes de

125 ~vem ser colocados rapidamente para evitar dano a insulina I e a
adsorção ao tubo de reação.

3.1cl. Controle da eficiência da marcação.

Para este teste usamos ácido dietilbarbitürico,
dietilbarbiturato de sõdio (Q.E.E.L.) para o preparo do Tampão "Vero-
nal" 0.025M pH 8,6. Carvão Norit-grade A (Amennd Drug and Chemical
Co.) suspenso por agitação contínua em Tampão "Veronal", na concentra-
ção de 100 mg/ml.

A uma alíquota da mistura contida no tubo de
iodação, acrescentam-se 100 ul de plasma, 2,4 ml de Tampão "Veronal"
e 0,2 ml da suspensão de carvão (que e o adsorvente específico do hor-
mônio).

Agita-se bem em agitador de tubos "Vortex",cen^

trifuga-se a 50C e 2000 rotações por minuto durante 20 minutos em cen-
trífuga refrigerada (I.E.C International Centrifuge).

0 sobrenadante e o precipitado têm suas ativi-
dades determinadas e expressas em percentagem da atividade total.

Preparações com rendimento inferior a 50X são
desprezadas. Resultados superiores a 60% são esperados.



15

3.1.2. Purificação da Insulina marcada.

3.1.2.1. Coluna de celulose.

Prepara-se a coluna a partir de um
tubo graduado de 12 cm de altura por 8 mm de diâmetro.

A coluna S preenchida com celulose
Whatman (Ashless Powder Chemically W & R Balsten Ltd.) que 5 mantida
na base com uma pequeno tampão de lã de vidro, e e compactada firmemeji
te até a altura de 3 cm.

125Uma vez adicionada a insulina I
ã coluna, faz-se uma eluição com 3 porções de 2 ml de ãgua destilada,
que arrastarão a fração degradada do hormônio marcado adicionado ã ce
lulose. Para a eluição do hormônio marcado usam-se 3 porções de 0,5ml
de solução álcool-ácido (7,5 ml de álcool etTlico, 0,15 ml de ácido
clorídrico concentrado e 2,35 ml de ãgua destilada). Dos eluTdos cor-

125respondentes as frações de insulina I são feitos testes de pureza,
semelhante aos empregados para determinar a eficiência da marcação,
passando a se expressar percentualmente a pureza registrada nas dive£
sas amostras.

í

3.1.2.2. Eletroforese em gel de amido.

Prepara-se o gel de acordo com as re
comendações gerais de Smithies (33-34) a (ja pta (ja s a s partidas de ami-
do hidrolizado "Connought" segundo as indicações especificadas no rõtu_
Io do frasco.

Confeccionam-se as placas para ele-
troforese que são mantidas durante uma noite em câmara fria.

íil

§

No decorrer do processo de iodação,
imediatamente apôs a adição do metabissulfito de sódio, adicionam-se
40 ul de "plasma azul" e aplicam-se 40 ul da mistura para cada um dos
sulcos feitos em gel de amido.

A mancha azul identifica a zona de
migração da albumina serica.
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As diversas insulinas migram na fren^

te da albumina.

A placa e posta na vertical e uma

tensão de 100 volts ê aplicada. A corrida é sustada quando o fronte

azul atinge o meio da placa. A seguir, remove-se a placa de gel que I

colocada em contato com filme Royal Blue da Kodak para autoradiografia;

retirar apôs 15 minutos e revelar. Repetir com tempos de exposição ya

riáveis até obter a melhor qualidade de informação relativa a topogra

fia das faixas de radioatividade (Figura 2).

Os volumes de gel correspondentes as

faixas de atividade são removidos para tubos de ensaio de 16 por lOOmm,

fechados com parafilme e mantidos congelados durante no mínimo, 3 ho

ras.

Após descongelar, adiciona-se a ça_

da tubo 1 ml da mistura de Veronal Albumina. (Solução de albumina huma

na Merck a 0,25% em Tampão - Veronal). A extração do hormônio marcado

ê facilitada pela compressão cuidadosa do gel com um tubo de 13 por

100 mm. Manobras violentas ou intempestivas podem danificar a protejí

na marcada.

A fração correspondente a faixa do

meio (livre de super iodação e hormônio frio) I centrifugada para ofĉ

ter sobrenadante límpido que, adicionado de 0,2 ml de "plasma azul" i

transferido para a coluna de "Sephadex" G-50 fino.

3.1.2.3. Coluna de"Sephadex".

Deixa-se o "Sephadex" G-50 fino(Lab.

Pharmacia Upsaiia - Suécia) em Tampão Veronal 0,025 M pH 8,6, no mT_

nimo por 24 horas. Faz-se depois o empacotamento em bureta de 50 ml,

sendo o gel retido por tampão de lã de vidro.

A eluição 5 feita com Veronal Albumj_

na, coletando-se em coletor automático (Coletor Autoirãtico Arthur Tho-

mas Co.) frações separadas de 1 ml de eluTdo.

I
H
"4

I
'I
S
3

S
i
I *

I

0 hormônio marcado purificado ê eluT
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do após as proteínas sericas e os componentes danificados, mas antes do

iodo livre.

Os tubos têm suas atividades determj,

nadas em detetor de cintilação de "poço" e os picos de atividade são

identificados.

As frações eluídas, correspondentes

aos tubos dos picos de atividade tão submetidas a controle de qualida_
de segundo a mesma técnica empregada para a verificação da eficiência
da marcação.

0 grau de pureza da cada tubo ê nu

itiericamente representado pelo valor percentual da atividade por insuli
na pura em relação a atividade total de cada tubo.

Identificam-se assim, os tubos cor-
respondentes a insulina marcada e indene e, dentre eles os mais ricos
em insulina pura. Esta série de tubos corresponde ao segundo pico (Fi.
gura 3).

Para o ensaio utiliza-se o material
que acusou valor percentual de purificação mais elevado. Quando mais
de um tubo apresentar valores próximos e elevados, seus conteúdos p£
dem ser reunidos.

3.2. DETERMINAÇÃO DA DILUIÇÃO APROPRIADA DO ANTICORPO.

K-e

I
M

É

A partir de uma solução a 1/1000 do anticorpo (antiin-
sulina de porco preparada pela Dra. Yalow, Veterans Admin. Hospital
Bronx, N.York) preparam-se diluições de títulos variáveis de até
1/400.000 empregando como diluente padrão solução Veronal Albumina a
crescida de 1% de soro de cobaia e de uma quantidade de Insulina I
que contenha atividade correspondente a 1000 contagens por minuto(cpm).
Essas diluições são testadas diariamente durante 3 a 4 dias (período
de incubação) segundo a técnica seguinte:

A 2,4 ml de cada diluição, adicionam-se 100 ul de pla£
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ma humano e 0,2 ml da suspensão de carvão Norit A já descrita.

Agitar em "Vortex". Centrifugar e determinar a ativi^
dade do precipitado e sobrenadante. Relacionar ambos os valores (B/F).

••'5'!

Paralelamente controlar a eventual degradação da
lina marcada da maneira seguinte. Adicionar a 2,4 ml da solução
ente padrão 100 ul de plasma e 0,2 ml de carvão. Agitar em " Vortex "
e centrifugar.

Determinar as atividades do precipitado e sobrenadan-
te, determinando esta última como percentual da soma das atividades.

Preparações pouco danificadas acusarão percentuais bai^
xos. Eleger a menor diluição do anticorpo que apresentar uma relação
B/F ao redor de 1,2 sem grande aumento da percentagem da danificação
ao hormônio.

§

i

3.3. TÉCNICA E SEQÜÊNCIA OPERACIONAL DA DETERMINAÇÃO DO
TEOR DE INSULINA NUMA SERIE DE AMOSTRAS DE PLASMA HUMA
NO POR RADIOIMUNOENSAIO.

Este protocolo apresenta a seqüência operacional defi-
nitivamente escolhida por nós na dependência dos resultados dos dife
rentes ensaios aqui descritos e cuja justificativa consta dos comentá-
rios.

3.3.1. Curva padrão. i

A quantificação do teor de insulina em amos_
trás ê obtida comparando-se a relação B/F das mesmas com as obtidas
com quantidades conhecidas de insulina postas a reagir em condições
idênticas.

Para o preparo das amostras de insulina com
teor conhecido e que servirão para o preparo de curvas de calibração
curvas padrão emprega-se insulina humana fornecida sob a forma de solu I
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ção contendo 1 ug/ml pela Escola de Medicina da Universidade de Pitts,
burgh (USA) por gentileza do Dr. Mirsky.

Esta solução serã denominada de agora em

te de solução estoque de insulina.

Tomar 25 ul da solução estoque e diluir a 1 ml

com Veronal Albumina. Desta solução, preparar diluições de titulo va

riãvel que cubram os valores correspondentes de 1 a 100 ul. Como di-

luente emprega-se solução Verona! Albumina.

As diluições são feitas em duplicata de forma

a poder dispor de 2 séries iguais. As diluições são feitas de acordo

com a tabela abaixo.

TABELA DE DILUIÇÃO DA SOLUÇÃO ESTOQUE DE INSULINA

TUBOS

N9

1
2
3

4
5

6

7
8

9

10

11
12

VOLUME INSULINA
(25 mug/mi)

Ul

1
2
3

4

5

10

15

20

30

50

70

100

VERONAL ALBUMINA

Ui

99

98

97
96

95

90

85

80

70

50

30

™

CONCENTRAÇÃO FINAL
INSULINA
mug/ml

0,01

0,02

0,03

0,04

0,05

0,10

0,15

0,20

0,30

0,50

0,70

1,00

1
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Alem das 2 séries de 12 tubos, preparam-se 6
tubos, identificados pelas maiúsculas de A e F contendo 100 ul de soli±
ção Veronal Albumina e que irão servir como "brancos" para o ponto inj.
ciai das curvas de calibração (Aa D) e para o controle da degradação
da insulina (Ee F).

Nos tubos controles são colocados 2,4 ml de dî
luente padrão e nos demais diluente padrão com o anticorpo na diluição
ideal. Levar para a geladeira a 40C para incubar durante 3 a 4 dias .

3.3.2. Amostras da plasma humano.

Os procedimentos técnicos, descritos e ensaia_
dos neste trabalho são comprovadamente compatíveis com o processamento
simultâneo de ate 500 amostras de plasma.

Considerando-se que são feitos grande número
de determinações simultâneas, o método foi semi-automatizado usando-se
"biopette", pipetador automático e ponteiras descartáveis de polietite
no "biotip" (Schwarz/Mann) lavando as ponteiras varias vezes em ãgua
destilada e posteriormente várias vezes na amostra do próximo plasma
a ser pipetado e trocando-as para cada lote de 10 a 15 tubos de plasma,
procurando desta forma evitar contaminação das amostras.

Aos 100 ul de plasma de cada amostra,adicionam
-se 2,4 ml de solução de diluente padrão com cerca de 1000 cpm de In_
sulina I, contendo o anticorpo na diluição apropriada. Agita-se em
"Vortex". Incubar 3 a 4 dias em geladeira a 40C.

Para cada lote de 10 a 15 amostras de plasme.
separar uma ao acaso e transferir 100 ul de plasma para um tubo que
passara a ser o "controle" do perTodo de incubação do lote.

1,2

Aos tubos controles, adicionam-se 2,4 ml de
diluente padrão sem o anticorpo. Agitar em "Vortex". Incubar 3 a 4 dî
as em geladeira a 40C.

Enquanto transcorre o tempo de incubação das
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amostras de plasma e dos tubos para a calibração da relação B/F,
lizam-se ensaios diários objetivando controlar o grau de degradação so_
frida pela insulina marcada e sua capacidade de fixação ao anticorpo.
Para tanto preparam-se 4 tubos contendo 2,4 ml de solução diluente p^
drão e mais 4 tubos contendo igual quantidade de diluente mais anti-
corpo na diluição escolhida.

Caso a fração degradada alcance valor igual ao

superior a 10%, a incubação das amostras e padrões será interrompida
desde que a relação B/F tenha alcançado valor, no mínimo, de 0,8.

Caso o valor de degradação percentual se con-
serve abaixo de 10%, aguarda-se mais tempo para verificar se a razão
B/F alcança valores mais próximos de 1,2 que ê o ideal. Na hipótese
da razão B/F ser inferior a 0,8, deixar incubando mais 24 horas verifi_
cando mais uma vez o grau de degradação para que não se opere com val£
res percentuais superiores a 15%.

A seguir procede-se a derradeira adição que
consta de 0,2 ml da suspensão de carvão Norit, que é feita em todos os
tubos (amostras de plasma, padrões de insulina, controles e t c ) . Agj_
tar em "Vortex". Centrifugar, separando o sobrenadante do carvão.

Proceder a determinação da atividade no carvão
e no sobrenadante em detetor de cintilação de "poço", integrando-se
pelo menos 10.000 impulsos com o fim de minimizar o erro decorrente
da aleatoridade do fenômeno radioativo.

I

Calculados os valores numéricos de B/F para
cada amostra de insulina a massa correspondente de insulina I lida mejr
cê da curva de referência recém elaborada. A massa de insulina da
amostra, expressa em mug, deverá ser multiplicada por 62F (625=25.25)
para atender ao fator de diluição (25 = 2,5 ml/0,1 ml) do plasma e pe
Io fator (25) de conversão para uü (1 mug de insulina = 25 uü).

0 valor médio da relação B/F para cada diluição
da solução de insulina é lançado na ordenada de grafico linear contra
o valor correspondente da massa de insulina expressa em mug. Os
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tos assim obtidos são reunidos pela curva contínua que melhor os satis^

faça.

I

3.4. ENSAIOS PARA AVALIAÇÃO DOS CARACTERÍSTICOS DA SEQUEN
CIA OPERACIONAL SELECIONADA PARA A DOSAGEM DA INSULINA
EM PLASMA.

I
I

3.4.1. Exatidão.

Preparar, em duplicata, 4 soluções em plasma
de banco de sangue de insulina com concentrações crescentes 0,02 ;0,04;
0,05 ; 0,10 mug. Processa-se o método descrito e calcula-se a mídia
para cada lote.

Calcular o coeficiente de correlação (r) e tes_
te de significância do valor r, para valores de a = 0,05.

Com uma mistura de plasma com presumível alto
teor de insulina (acme de estimulação insular por sobrecarga de glioo
se) procedemos a: i

3.4.2. Verificação da especificidade.

Preparar 4 amostras por diluição da mistura de
plasma segundo os títulos 1:25 ; 1:50 ; 1:100 ; 1:125.

Processã-los de acordo com a técnica descrita.
Calcular as médias das uU/ml correspondentes a cada diluição e lançã-
las em ordenada de grafico linear contra valores de diluição decresceji
tes.

Na hipótese do material reagente do plasma ser
imunoquinricamente igual a insulina pancreatica humana utilizada no pre_
paro das soluções padrão, dever-se-ã obter uma diagonal a 45° reunindo
os pontos do grafico.

Calcular o coeficiente de correlação r e o
Tr que será aceito para valores de a = 0,05.
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3.4.3. Sensibilidade.

Se reflete essencialmente na queda inicial da

curva padrão.

3.4.4. Precisão.

3.4.4.1. Reprodutibilidade em condições ideais
de trabalho.

Da mistura do plasma preparam-se e
processam-se 20 amostras iguais. Os valores numéricos da concentração
foram calculados, bem como o coeficiente de variação. Seu limite de
aceitabilidade foi fixado em

3.4.4.2. Reprodutibilidade em condições habi
tuais de trabalho.

Da mistura do plasma preparam-se e
processam-se 20 amostras distribuidas em outros tantos dias dè traba_
lho. Calcula-se a média dos valores de concentração de insulina, esta_
belecendo-se como limite de aceitação, um coeficiente de variação de
20%.

3 . 5 . TRATAMENTO ESTATÍSTICO

Il Recorreu-se, conforme referido nos diferentes itens
te capitulo, ao calculo do coeficiente de correlação r, estabelecen
do-se sua significãncia.

Para as demais situações, calcularam-se as médias,
vios padrões e coeficiente de variação.

* * * * * * * * * *
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4. RESULTADOS

Para cada uma das etapas fundamentais da técnica de dosagem
da Insulina plasmãtica, serão apresentados os resultados decorrentes
dos diferentes esquemas experimentais descritos e justificados no capT
tulo próprio.

4.1. CONTROLE DA EFICIÊNCIA DA MARCAÇÃO DA INSULINA

A Tabela I reúne os rendimentos percentuais de varias
marcações realizadas. Consta da mesma Tabela a media que resultou ser
de 73«.

4.2. PURIFICAÇÃO DA INSULINA MARCADA

4.2.1. Cromatografia de adsorção em celulose.

A Tabela II reúne os resultados dos ensaios

de pureza realizados, para cada partida estudada (quatro), em cada uma
das frações eluídas com solução Sl cool-ácido. Os valores numSricos
expressam a percentagem de insulina pura contida em cada eluato, conse_
quentemente os valores mais elevados corresponde pureza maior.

4.2.2. Cromatografia em coluna de exclusão molecular
rsephadex").

A Tabela III consigna os valores percentuais e£
pressivos do grau de pureza das diferentes amostras eluTdas da coluna
de "Sephadex" para cada uma das partidas ensaiadas. Como se depreende
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TABELA I

CONTROLE DA EFICIÊNCIA DE MARCAÇÃO DA INSULINA 1 2 5I

•a

1
1
I
•I

1
i

PARTIDA

N9

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10

11
12
13
14
15
16

EFICIÊNCIA PERCENTUAL
DE MARCAÇÃO

83
76
80
73
76
70
68

70
60
70
74
75

80

74
70
68

S

H:
3

73X
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TABELA II

CONTROLE DE PUREZA DAS FRAÇÕES DE INSULINA '"l

INDENE SEPARADAS POR ADSORÇÃO EM CELULOSE

I

PARTIDA

N<?

1

2

3

4

INSULINA 1 2 5I INDENE
DISTRIBUIÇÃO DOS VALORES PERCENTUAIS
DE PUREZA NOS ELUATOS COM ÄLCOOL-SCIDO

19 eluato

90

93

85

95

29 eluato

93

92

83

89

39 eluato

83

77

73

85

II

m

SP
•A
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TABELA III

CONTROLE DE PUREZA DAS FRAÇÕES DE INSULINA 1 2 5I INDENE

SEPARADAS POR ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO E POSTERIOR

CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE EXCLUSÃO MOLECULAR(SEPHADEX) I
S
tf
0

w

ff

I

PARTIDA

N9

1

2

3

4

5

6

7

INSULINA '"I INDENE

DISTRIBUIÇÃO DOS VALORES PERCENTUAIS DE

PUREZA NAS DIFERENTES FRAÇ0ES ELUfDAS

19 eluato

96

96

98

96

97

97

98

29 eluato

96

9í

97

95

97

97

98

39 eluato

96

94

97

95

95

97

98

'ã\

m\
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da inspeção da Tabela os valores oscilam entre 94 e 983!, atestando o

elevado grau de purificação que i alcançado.

A Tabela IV compara os valores percentuais mf
ximos registrados para cada partida submetida a purificação por ambas
as técnicas. Como decorre da análise dos resultados, os relativos a
técnica de eletroforese a cromatografia em "Sephadex" apresentam val£
res ligeiramente superiores e principalmente, mais homogêneos.

4.3. DETERMINAÇÃO DA DILUIÇÃO ADEQUADA DO ANTICORPO E CON-
TROLE DO DANO DA INSULINA NA FASE DE INCUBAÇÃO

A Tabela V reúne os dados numéricos representativos do
dano percentual da insulina e a relação B/F correspondentes a cada tT_
tulo de diluição do anticorpo para cada um dos dias de incubação (qua_
tro).

0 asterístico identifica dentro de uma mesma faixa acei
tlvei de dano percentual (5%) o valor B/F que caracteriza a diluição
mais adequada, a saber, para o caso particular da Tabela 1:300.000.

Na Tabela VIacham-se reunidos os valores de diluição
selecionados para as diferentes partidas a par de seus respectivos d^
nos percentuais e valores de B/F.

4.4. CURVAS PADRÃO

Ne. Figura 4 acha -se representada uma curva padrão pre
parada de modo a cobrir valores de insulina que se estendem de 0,01 a
1,00 mug/ml.

A Tabela VII consigna os valores em duplicata da rela-
ção B/F para cada uma das massas de insulina ensaiadas.

4.5. AMOSTRAS DE PLASMA

Uma vez preparado o ensaio, durante o período de incu
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CURVA PADRÃO BARA O ENSAIO DE INSULINA HUMA-

NA [AS RELAÇÕES INSULINA-ANTICORPO(B)/INSULINA

(F)NAS SOLUÇÕES PADRÃO SÃO PROJETADAS COMO

UMA FUNÇÃO DA CONCENTRAÇÃO CONHECIDA DA IN-
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CONCENTRAÇÃO DE INSULINA HUMANA: m^g/ml DA SOLUÇÃO - PADRÃO

1.0

6.25 31.25 62.5 13 5 18?. S 312.5
CONCENTRAÇÃO DE INSULINA HUMANA: ja U / m l ( m ^ g x DIL. PLASMA x >i U / m>ig)

EM PLASMA NAO DILUÍDO 25 25

625

FIGURA 4
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TABELA IV

COMPARAÇÃO DOS VALORES PERCENTUAIS DE PUREZAS MÄXIMAS DA

INSULINA 1 2 5I PURIFICADA POR COLUNA DE CELULOSE E ELETR£

FORESE EH GEL DE AMIDO SEGUIDA DE CROMATOGRAFIA EM11SEPHADEX"

PARTIDA
N9

1

2

3

4

COLUNA DE CELULOSE

% máxima

93

93

85

95

fração r»9

2

1

1

1

ELETROFORESE + CROMATOGRAFIA
EM "SEPHADEX"

% máxima

96

96

98

96

fração n9

1 a 3

1

1

1
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TABELA V

DETERMINAÇÃO DA DILUIÇÃO ADEQUADA DO ANTICORPO PARA 0 INTERVALO DE INCUBAÇÃO E CONTROLE DO DANO DA INSULINA

TITULO DA
DILUIÇÃO

DO ANTICORPO

1: 1.103

1: 2.1O3

1: 3.1O3

1: 4.1O3

19 DIA

% DE DEGRADAÇÃO

4

4

4

4

B/F

1,33

0,83

0,57

0,41

29 DIA

% DE DEGRADAÇÃO

4

4

4

4

B/F

1,87

1,16

0,97

0,57

39 DIA

% DE DEGRADAÇÃO

4

4

4

4

B/F

1,88

1,26

0,99

0,70

49 DIA

% DE DEGRADAÇÃO

5

5

5

5

B/F

1,95

1,44

1,16*

0,83

* Identifica a diluição ideal dentro de uma mesma faixa de dano percentual perfeitamente aceitável. b>
b>

^ -•••
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TABELA VI

VALORES DE DILUIÇÃO SELECIONADOS PARA DIFERENTES ENSAIOS

H-

TITULO DA
DILUIÇÃO DO
ANTICORPO

1:

1:

1

1

1

1

1

1

1

1

3.1O3

2.5.103

2.5.103

2.5.103

3.1O3

: 2,5.IO3

: 2,5.IO3

: 3.1O3

: 3.1O3

: 3.1O3

% DE
DEGRADAÇÃO

8

9

8

9

4

10

7

11

6

10

B/F

1,20

1,40

1,26

1,42

1,16

1,30

1,10

1,19

1,47

1,26

TEMPO DE
INCUBAÇÃO

(dias)

4

4

4

3

4

3

4

4

4

4



TABELA VII

CURVA PADRÃO PARA VALORES DE INSULINA COMPREENDIDOS

ENTRE O1Ol a 1,0 mug ESTIMADOS COM INSULINA
 1 2 5I N91

35

•*.

i- ¥

fl

TUBOS

A
B
C
D
1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12

E
F

CONCENTRAÇÃO INSULINA
HUMANA
mug

-
-
-

0,01
0,02
0,03
0,04
0,05
0,10
0,15
0,20
0,30
0,50
0,70
1,00

RELAÇÃO B/F

I a serie

1,91
1,85
1,89
1,83
1,59
1,34
1,28
1,18
1,09
0,86
0,70
0,62
0,53
0,38
0,32
0,27

2a série

1,89
1,87
1,87
1,85
1,61

1,37
1,32
1,22

1,11
0,90
0,74
0,66
0,58
0,42
0,36
0,29

MEDIA

1,90
1,86
1,88
1,84
1,60
1,35
1,30
1,20
1,10
0,88
0,72
0,64
0,55
0,40
0,34
0,28

CONTROLE PERCENTUAL DA FRAÇÃO DANIFICADA

8
8

8 8
8 8
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bação, realizam-se testes nos tubos preparados para tal, da percenta^
gem de degradação da insulina I e da relação B/F.

Na Tabela VIII temos um exemplo demonstrativo, onde se
125

poderá verificar que o nível de degradação da insulina I permaneceu
inalterado (88!) e a relação B/F aumentou progressivamente até atingir
um nível satisfatório de 1,2 no quarto dia de incubação quando o eji
saio foi terminado.

4.6. ESPECIFICIDADE

A Tabela IX reúne os valores em quadruplicate expreß
sos em uü/ml, para 4 diferentes diluições de uma mesma amostra de plas^
ma. Constam igualmente as médias respectivas.

A Figura 5 construída com as médias acima, representa
graficamente a correlação entre diluição e concentração de insulina.
0 valor de r resulta ser r = 0,998.

4.7. EXATIDÃO

A Tabela X reúne ao lado das quantidades de insulina
de cada tubo as adicionadas a valores esperados, os obtidos e os re£
pectivos dados percentuais. Calculou-se outrossim o coeficiente de cor
relação que resultou ser r = 0,997.

4.8. SENSIBILIDADE

Como índice de sensibilidade adotou-se o andamento ini_
ciai da curva de padronização. Quanto melhor o ângulo desta com a ojr
denada, maior a sensibilidade.

Com efeito, quanto maior for a inclinação da curva no
seu trecho inicial correspondendo aos menores valores de massa da
Iina, maior será a variação do B/F.

Esta maneira de apreciar a sensibilidade nada mais
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REPRESENTAÇÃO GRÁFÍCA DA
ESPECiFiCiDADE I

200

1/125 1/K)O 1/50

diluiçio
1/25 d 0

pia «ma

1

Mistura de

Diluições

125
150

1-100

1-125

Plasmas

μ^ml

182'
87*

50"

37"

• médias de 4 dosagens

FIGURA 5

mI
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TABELA VIII

ESTUDO DOS NlVEIS DE DEGRADAÇÃO DA INSULINA 1 2 5I E DA RELAÇÃO B/F

DURANTE OS 4 DIAS DE INCUBAÇffO DA DOSAGEM DE INSULINA EM PLASMA HUMANO

-S-

TEMPO DE INCUBAÇffO
(dias)

1

CSl

3

4

PERCENTAGEM DE
DEGRADAÇÃO

8

8

8

8

INSULINA 125ItANTICORPO
RELAÇÃO B/F

0,87

1,10

1.14

1.20

i
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CONTROLE DA ESPECIFICIDADE

I

I
Í

1:25

uU/ml

180

184

180

186

X=182

DILUIÇÕES

1:50

uU/ml

87

85

88

89

X=87

1:100

uU/ml

52

50

51

49

X=50

1:125

uU/ml

36

38

35

39

X=37

§

r = 0,998

Tr= 28,26
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TABELA X

PROVAS DE RECUPERAÇÃO ADICIONANDO QUANTIDADES CRESCENTES

DE INSULINA HUMANA A PLASMA COM CONCENTRAÇÃO CONSTANTE

m
tf

TUBO
N9

1

2

3

4

QUANTIDADE
EXISTENTE

mug

0,02
0,02

0,02
0,02

0,02
0,02

0,02
0,02

QUANTIDADE
ADICIONADA

mug

-

0,02
0,02

0,03
0,03

0,08
0,08

VALOR
ESPERADO

mug

0,02
0,02

0,04
0,04

0,05
0,05

0,10
0,10

VALOR
REGISTRADO

mug

0,019
0,021

0,037
0,042

0,051
0,047

0,101
0,097

A
%

99,5
105

93
105

102
94

101
97

r = 0,007

Tr = 36,26
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do que uma simplificação subjetiva da forma analítica de testar o pro
blema (Yalow 3-2).

4 . 9 . PRECISÃO

í i :

-si
•'i

Os resultados numéricos individuais, a medi a,desvio pa_
drao o coeficiente de variação de 20 alíquotas de um mesmo plasma, en-
saiado em condições ideais de trabalho acham-se reunidos na Tabela XI.
A media resultou ser 164,3 - 12,2 uU/ml e o coeficiente de variação
7,4«.

A Tabela XII reúne o mesmo tipo de dados para a mesma
amostra, ensaiada em condições habituais de trabalho (rotina). A me
dia foi de 160,0 - 12,2 uU/ml e o coeficiente de variação 7,6%.

•1

ti

* * * * * * * * * *
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TABELA XI

ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE DE 20 DETERMINAÇÕES DE

INSULINA, EFETUADAS EM PLASMA.COM CONCENTRAÇÃO ELEVADA

DE INSULINA, PERANTE CONDIÇÕES IDEAIS DE TRABALHO

I

TUBOS

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

CONCENTRAÇÃO DE INSULINA
uU/ml

187
159
177
168
187
159
177
159
159
168
159
177
177
159
150
150
150
154
150
159

X = 164,25 S = 12,19 CV = 7,4%
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TABELA XII

ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE DE 20 DETERMINAÇÕES DE INSULINA

EM MISTURA DE PLASMA, PERANTE CONDIÇÕES HABITUAIS DE TRABALHO

TUBOS

1

2
3
4
5
6
7
8
9
10

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20

CONCENTRAÇÃO DE INSULINA
uU/ml

160
149
155
149
149
151
149
170
151
170
160
151
170
151
185
151
170
158
160
190

X = 160,0 S = 12,2 CV = 7,6*
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5. DISCUSSÃO

1
-I
'.má

Dos diversos aspectos apresentados neste trabalho, discutire_

mos inicialmente a marcação da insulina.

Empregamos a modificação do método de Hunter e Greenwood co_
mo o sugerido por Yalow e Berson^ ' adicionando plasma humano, cujas
proteínas serviriam para previnir a adsorçao do hormônio ao tubo de i£
dação, e os reagentes em sucessão a mais rápida possível.

Para se obterem marcações eficientes ê aconselhável o empre_
go de volumes pequenos de reagentes em concentração elevada. Esta prâ_
tica serve também para minimizar as perdas de hormônio por adsorçao ao
tubo de iodação, quando em baixas concentrações.

Um aspecto importante em radioimunoensaio I a marcação do
hormônio peptídico com níveis de radioatividade que permitam uma conta
gem estatisticamente adequada, mantendo ao mesmo tempo uma baixa con̂
centração de hormônio traçador, portanto atividade específica suficien^
temente alta ^35\

-lí

%\

Si
ä

Um aumento do número de substituições de radioiodo na molécjj
Ia do hormônio, aumenta a atividade específica do hormônio marcado,mas
por outro lado, uma super iodação tende a diminuir a imunoreatividade
da preparação ' '. Assim o hormônio deve ser marcado a uma atividade
específica tal que seja consistente com a manutenção da integridade
imunoquímica e estabilidade do hormônio radioativo.

Na purificação do hormônio marcado, empregamos inicialmente
cromatografia de adsorçao em coluna de celulose, que embora de feitura
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simples, foi substituída pela cromatografia em coluna de exclusão mol£
cular ("Sephadex") de melhor eficiência e resolução, como se poderá
observar na Tabela IV comparativa dos dois sistemas de purificação.

0 hormônio marcado ao ser levado a coluna Sephadex já tem
os seus componentes com diferentes átomos de iodo selecionados atra_
vês de eletroforese em gel de amido.

Pela Tabela III observa-se que o hormônio radioativo, após
passagem em coluna de "Sephadex" apresenta uma pureza de ate 98%.

Quanto a separação do hormônio livre do ligado ao anticorpo
e componentes danificados, escolhemos, entre as várias técnicas de se_
paração, a do carvão ativado recoberto com plasma, como adsorvente es_
pecTfico do hormônio.

Um critério para o uso de determinado adsorvente para radioj^
munoensaio de hormônios proteicos plasmáticos ê a adsorção do hormônio
livre na presença de concentração moderadamente elevada de proteínas
séricas não especificas (competindo para os locais de adsorção) e a
exclusão do hormônio danificado e complexo hormônio-anticorpo, nas me£
mas condições.

No caso do carvão ativado, Herbert* ' menciona que a sua
cobertura com uma molécula de tamanho apropriado diferente para cada
hormônio, e necessária para que haja boa separação do hormônio livre
permitindo que este se fixe no adsorvente passando através dos poros
entre as moléculas de cobertura "peneira" que no entanto seriam peque_
nos para a passagem do complexo antTgeno-anticorpo.

Por outro lado, Ekins' ' menciona que a cobertura de carvão
ativado não oferece vantagem.

Com efeito, existem evidências de que a ação de proteínas sé_
ricas na adsorção de hormônios, na celulose por exemplo, ê antes uma
inibicão competitiva do que a produção de um sistema semelhante a pje
neira, como quer Herbert ' . Qualquer que seja o mecanismo de funcip_
namento das superfícies de adsorção, na presença de proteínas plasmatic
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cas ou de outro material de cobertura, o resultado de nosso trabalho
revelou que o carvão ativado recoberto com plasma I adsorvente satisfy
tõrio para uma separação eficiente entre hormônio livre e complexo ain
tTgeno-anticorpo.

O hormônio danificado e o unido ao anticorpo, tem menor afî
nidade do que o hormônio livre para os locais de adsorçao.

A ótima quantidade de adsorvente (0,2 ml de uma solução a
100 mg/ml) foi selecionada com base na adsorçao máxima do hormônio lj_
vre e da exclusão do complexo antígeno-anticorpo.

Assim chegamos a concentração Ótima de separação quando se £
tilizam diluição de plasma 1:25 correspondendo a quantidade de adsor_
vente de 20 mg por tubo de reação.

0 ensaio de uma mistura de plasma, com teor elevado de
Iina, usando carvão como adsorvente específico do hormônio, para a de_
terminação da especificidade e precisão do método, utilizando hormônio
marcado, padrões de insulina humana, permitiram a construção de curvas
padrão e calculo da concentração das alíquotas dosadas.

A variação para a precisão do método foi de 7,4% para a re_
produtibilidade em condições ideais de trabalho e 7,6% em condições
de rotina.

Apesar de diferentes condições de trabalho, os resultados
próximos, se deve ao fato de não ter havido variação de reagentes, ins_
trumental e operador.
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6. CONCLUSÕES

1. Padronizamos um método de separação do hormônio marcado
ligado ao anticorpo (B) e hormônio marcado livre (F) p^

ra a dosagem da insulina pela técnica do radioimunoensaio.

2. Dos diversos métodos de separação do hormônio marcado Iĵ
vre e unido ao anticorpo, testados neste trabalho, intro

duzimos o método do carvão ativado recoberto com plasma, constituin-
do uma simplificação da dosagem do hormônio.

3. A técnica empregada, avaliada através da especificidade,
exatidão e precisão é adequada para quantificar níveis

de insulina piasmatica desde condições basais até níveis de hiperinsu^
linemia, geralmente após estímulo adequado.

**********
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APLICAÇÃO DO tÍTODO DO RADIOIMÜNOENSAIO NA DOSAGEM DA

INSULINA NO PLASMA HtIMANO
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tabela X

onde se lê

sits

Amennd

1000 cpra

1000 cpra

0 , 5

r=0.007

leia-se

sites

Amend

1000 cpm/ml

1000 cpm/ml

0,05

r=0.997


