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1. INTRODUGAO E PROPOSITO

A insulina, a semelhanca de outros hormonios prot&icos, tem
sua quantificacao em materiais biologicos, dificultada pela baixa con
centragdo e pelo fato de ndo contar em sua estrutura com radicais ca
racteristicos que permitam reacOes quimicas proprias.

0s métodos biologicos, embora sensiveis, nao sdo muito espe.
cificos nem precisos.

0 doseamento da insulina somente se tornou mais acessivel a
rotina quando se associaram as caracteristicas de especificidade de
certas reacdes imunologicas as extremas sensibilidade e precisdo das
medidas fisicas da radioatividade, ou seja através das técnicas generi
camente denominadas de radioimunoensaio (1 -2-3-4-5)

As tecnicas de radioimunoensaio, inicialmente limitadas a de
terminacdo da insulina no p1asma(6), tiveram seu campo de uso dilatado

a um sem numero de substancias que incluem estruturas quimicas as mais
diversas(7™9),

Gracas a generalizacao dos conceitos fundamentais de que qual
quer proteina que exiba um alto poder de afinidade (binding) por deter
minada substancia, pode ser usada para medir a concentragao desta, des

de que a mesma seja possivel de ser identificada pela incorporagio de
um radioelemento.

A mesma técnica podera apreciar quantitativamente a proteina
em termos de seus sitios de ligagdo (binding sits).




0s principios do ensaio radioimunologico se esteiam numa
série-de- reagoes de compet1cao(lﬁgu8)‘esquemat1camenteAf~representadas
na F1gura 1 onde Ag* representa 6 hormonio marcado, ant1geno espec1
fico para a- formagao do ant1corpo Ab.. Pondo ambos em contato, estabe
lecer-se-a um equ111br1o d1nam1co entre o complexo ant1geno-ant1corpo
Ag*Ab (onde Ag* est3 sob a forma 11gada (B) e: seus elementos const1tu

tivos Ab e Ag* forma livre (F) do hormonio marcado)

A adigao ao sistema, ora descrito, de hormonio nao marcado
Ag (hormdnio "frio“) vai deslocar da formagdo de Ag*Ab uma fracdo de
Ag* proporcional as quantidades relativas de Ag (dai as expressdes com
peticdo, deslocamento, inibicao competitiva empregadas na literatura).

Determina-se a quantidade de hormonio, em amostras de concen
tracdo desconhecida, comparando-se a inibicdo competitiva produzida pe
lo teor desconhecido com a determinada no mesmo sistema antigeno-anti
corpo, por quantidades conhecidas e progressivas de hormonio " frio "
(curva de calibracao, padronizagao).

Como resulta da exposicao acima, o poder competitivo e,con
sequentemente, a massa de hormonio a determinar, € apreciada atraves
da relagdo B/F, ou seja, merceé da razao entre as quantidades de hormo
nio marcado ligados e livre.

Para que sistemas dessa natureza possam se tornar eficientes
em termos quantitativos, € mister respeitar algumas condicoes essenci
ais ligadas as proprias substancias postas a reagir.

A quantidade de anticorpo disponivel devera ser sempre infe
rior a quantidade de antigeno presente (em termos de capacidade comple

xadora) a fim de que possa existir condicdes de competi¢do entre anti
geno marcado e frio.

Um compromisso adequado entre as quantidades relativas de an

tigeno-anticorpo corresponde a valores de B/F que se distribuem en
tre 0,8 a 1,2 (9)

I}

Um sistema como o descrito, no entanto, somente sera dtil se




REACOES DE COMPETICAO CONSTITUINDO A
BASE PARA O RADIOIMUNOENSAIO

ANTfGENO ANTIGORPO COMPLEXOC
MARCADO ESPECl'FICO ANTIGENO MABCADOPANTICORPO
* -—_ *
Ag + Ap o —— Ag~ — Ab
(Free) " (Bound)
+ ,
ANTIGENO

Ag NAO MARCADO

T EM SOLUGOES -PADROES

l CONHECIDAS OU AMOSTRAS
Ag-Ab DESCONHECIDAS

COMPLEXO ANTIGENO NAO MARCADO- ANTIGORPO




for possivel separar, de maneira pratica e eficiente, as fragoes i
vres e ccmbinadas de hormonio marcado, indicador da reagao de competi
¢do que € a base do método.

Para alcangar este fim recorreu-se a artificios técnicos os
mais variados tais como:

- Cromatoeletroforese (Yalow, Berson; Glick, Roth)(10-11)

- Eletroforese (Hunter, Greenwood)(12)

- Filtragao em Gel (Haber, Page e Richards; Genuth, Frohman e Lebovi
tz)(13']4).

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

~ (Carvao ativado com dextrana (Wool e Selenkow; Herbert, Lau,Gottlieb
e B]eicher)(16']7).

- Talco e silica (Rosselin, Assan, Yalow e Berson)(ls).

- Carvao ativado com plasma (Yalow)(ZI).

~ Separagdo por meic de fase solida (Catt e Tregear; Wide e Porath )
(19-20-21).

- Separagdo pelo método do duplo anticorpo (Hales e Randle;  Morgan
e Lazarow; Sckom e Talmage) (22-23-24)

- Separagao usando sal neutro ou solvente organico (Chard, Martin e
Landon)(zs).

Malgrado a consideravel copia de trabalhos publicados sobre
o assunto e o tempo transcorrido desde as comunicagoes iniciais, ainda
existe alguma controvérsia quanto a sequéncia teécnica mais  adequada

e que leve a resultados mais consistentes, reprodutiveis e consequente
mente mais confiaveis.

Acresce dizer que em nosso meio & o assunto ainda pouco co
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nhecido pois limita-se a um pequeno niimero de trabalhos dados a. publi
co. Além disso, ainda ndo houve comunicagoes relativas as vantagens do
emprego das derradeiras inovagBes tZcnicas, tais como o uso de partTcu
las de carvao ativado recobertas de plasma para a separaqio da fragao
livre (F) do hormonio marcado.

Em face das consideracoes expostas propuzemo-nos estudar as
condigoes de exequibilidade em nosso meio da dosagem da insulina em
3 plasma humano por técnica de radioimunoensaio, visando sua padroniza
- gdo dentro da esquematizacio experimental adiante exposta e justifica
da 2 merce dos metodos selecionados para tanto.
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2. PROGRAMACAO EXPERIMENTAL

Para alcancar o fim proposto era mister dispor dos reagentes
essenciais do métcdo a saber: hormonio marcado e frio, anticorpo an
tiinsulina e um sistema de separacdo da insulina marcada livre (F)} e
complexada (B), cada qual obedecendo a caracteristicas e especifica
¢oes bem definidas e muitas vezes criticas.

Cada um dos itens sera analisado separadamente justificando-
se a tomada de decisoes.

A. INSULINA "FRIA" E MARCADA

Como fonte de insulina "fria", como matéria prima para a
marcada, 1imitamo-nos a racorrer a uma das diferentes fontes de insuli
na de porco recristalizada disponiveis no mercado(g'lﬁ'ZB).

Valemo-nos da insulina porcina, por ser a mesma utilizada
(9)

no preparo do anticorpo‘~/,

0 fato de ser originaria de outra espécie nao & critico,
em virtude da mesma apresentar seqliencia aminodcida identica a humana,
exceto a presenca de alanina em Tugar de treonina no carbono terminal
da cadeia 8(3 .

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

No que toca a insulina marcada, optamos pela sua marcagdo
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em virtude de ja contarmos com razoavel exper1enc1a na marcagao de su
bstratos- prote1cos com radioiodo (album1na, ‘gama globu11nas, etc.) e
por ser de toda conveniéncia o Fmprego de part1das recem marcadas,af1m ]
de poder ut111zar, apos purificagdo radiokormonio da melhor qualidade. 7 &
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0 método mais empregado para a marca¢ao do hormonio &€ o
de Hunter e Greenwood ‘27'28), também por nos adotado levando-se em
conta o fato de ser um método de rotina em nosso meio.

Quanto ao radioelemento, optamos desde logo pelo lzsl,mql
grado ndo seja ainda preparado entre nos e dependa de importagao, pe
las inegiveis vantagens ligadas a sua emissao radioativa de baixa ener
gia, determinando menor dano molecular, o que permite conservar-lhe as
propriedades bioldogicas, em particular as imunitarias essenciais den-
tro do esquema metodoiegico que nos interessa(s'zg). Apesar dos cuida
dos utilizados no desenvolvimento da marcacdao propriamente dita, a es
trutura da insulina sofre agressdes que se traduzem a par da presenca

de moléculas de insulina, pela de fragoes moleculares igualmente marca
das (insulina danificada) e iodo 11vre(] 29)

E pois necessario proceder-se a uma purificagdo prévia an
tes de empregar a insulina marcada na sequéencia metodologica do ensaio.

A literatura especializada refere diferentes t&cnicas pa
ra a purificagao do hormonio marcado; nao havendo, no entanto, uma una
nimidade de pontos de vista, resolvemos ensaiar algumas das tecnicas
propostas, a fim de poder eleger ao final, a que permite mais elevado

nivel de pureza, independentemente do rendimento, em face dos recursos
locais.

Para tanto ensaiames os trés metodos adiante referidos.

1. Cromatografia de adsorcdo em celulose.

Sendo a insulina um hormonio peptidico de carater ba
sico e baixo peso molecular, pode ser adsorvida a celulose, atraves de

grupos funcionais do adsorvente e ser eluida por solucdo @lcool-acido.
(30).
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2. E1etrqforese em ge]yde amido.

Este metodo-& particularmente usado:para separagdo de
insulinas com diferente teor de iodo . Presumivelmente mol&culas
com residuos de diiodo tirosina migram mais rqﬁf@é@énﬁé:pﬁfa o anodo
do que moléculas com grupamentos tirosi?! monosubsff%u%&bé(zg) em virtu
de de cada residuo de tirosina diiodada conferir em pH8-8,6, uma carga
negativa extra a molecula.

3. Cromatografia em coluna de exclusao molecular (Sepha

dex).

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

A fracdo intermediaria & cromatografada em "Sephadex"
G-50 fino. Elue-se com solucdo Veronal Albumina, separando-se a fra
¢ao mais pura, consequentemente a mais indicada, atraves da mesma téc-
nica empregada para separar o hormonio livre do complexo.

Para se apreciar as vantagens relativas de cada méto
do de purificacdo, se tornou necessario criar um critério de qualidade
para o hormonio marcado e padronizar a técnica correspondente que re
pousa no emprego do reagente complexante especTfico.

B. ANTICORPO ESPECIFICO

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

No entante, objetivando iniciar-se um aprendizado metodo-
10gico orientado no sentido de produzir anticorpos para emprego em
técnicas de competicdo, deu-se inTcio a uma série de tentativas que
aqui nao serdao relatadas por fugirem ao assunto fundamental.
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C. SEPARACKO DAS FRACDES LIVRE (F) E LIGADA (B) DO HORMONIO
MARCADO.

Nesse sentido, embora existam referéncias de numerosos mé
todos, cada qual desfrutando alguma propriedade especifica de determi
nados reagentes, aceitamos a sugestdo da Dra.Yalow, de utilizar carvao
ativado recoberto com plasma para a remogao da fragao livre (F) do
meio de reacdo pelas seguintes razoes.

a) a sugestao vinha de pessoa da mais alta qualificagao
em técnicas de radioimunoensaio, com enorme experién
cia neste setor;

b) em virtude de termos podido acompanhar durante um més
os trabalhos da Dra. Yalow, pudemos treinar sob sua
direta orientagdo , a técnica em tela o que cremos nos permitiu adqui
rir rapidamente um dominio da mesma. De posse dos meios que a  nosso
ver seriam adequados e suficientes para levar adiante nosso trabalho,
resta esquematizar a sequéncia experimental para a concretizagdo do
nosso proposito.
A exequibilidade e seu grau resultariam, ao final, da
propria sequencia dos ensaios realizados e de seus resultados.

D. [ESTABELECIMENTO DA DILUICAO APROPRIADA DO ANTICORPO.

Antes de usar o hormonio marcado para radioimuncensaio,
a preparagao € testada para observar a percentagem de radioiodo e com
ponentes danificados e propriedade de se ligar adequadamente ao anti
corpo. E conveniente iniciar incubagdes preliminares, sob as condi.
coes do ensaio, em diluigdes diferentes, escolhendo-se a que apresen
tar uma boa relacao B/F em menor tempo, e pequena fragdo degradada.

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

A padronizacao da tecnica envolve, em nosso sentir, a ve




rificacdo das condigbes e graus de especificidade, exatidao, sensibili
dade e precisdo, para testar as quais planejaram-se os modelos experi
mentais seguintes. .

a) Especificidade

Para testar esta propriedade, entendida como a quanti
ficagdo individual de determinada substancia, no caso o hormonio, limi
tamos 0s ensaios a comprovacdo, no material biologico a ser analisado,
da inexisténcia de substancias que por qualquer mecanismo, possam in
terferir na reacao.

Para tanto seguimos as indicacOes de Yalow(3']o) que
sugere o emprego de diluigoes do material a estudar com o objetivo de
verificar a constancia do teor de insulina quando corrigido pelo va
lor de diluigao.

A existéncia de qualquer substancia capaz de reagir
dentro do sistema insulina-anticorpo especifico necessariamente leva
ria a uma falta de linearidade entre as concentracoes medidas e os res
pectivos valores de diluigdo.

E obvio que este ensaio sera valido como teste de es-
pecificidade se o metodo for por outros aspectos, suficientemente con-
fiavel, o que cremos poder demonstrar na sequencia adiante expostas.

b) Exatidao

Esta caracteristica foi apreciada através da recupera
¢do de quantidades conhecidas de hormdonio purificado adicionados ao
meio no qual se pracede a dosagem, no caso particular no plasma.

Quanto mais elevada for a recuperagao percentual tan-
to melhor sera o metodo no que toca a exatidao.

Como Timite de aceitabilidade fixamos valores de coe-
ficiente de correlagdo, r significativo ao redor de a = 0,05.




c) Sensibilidade

Um requisito para um radioimunoensaio sensivel € um
anticorpo que tenha intera¢do elevada com o hormonio, que se reflete
essencialmente na queda inicial da curva padrao ).

d) Precisao

Um método & preciso quando & compativel com a reprodu
¢do de um mesmo resultado em diversas aliquotas de um mesmo material.
Mede ela consequentemente, a propagacao dos erros experimentais e o
dos inerentes a tecnica (especificidade, sensibilidade, exatidao)Assim
sendo, € oportuno ensaia-la em duas condigoes diferentes a saber:

1. Em condicOes ideais, ou seja, quando o operador,

materiais e instrumentos sao de elevada qualidade,

neste caso o erro experimental sera reduzido pela competéncia do ope
rador, pela qualidade dos reagentes e pela precisao e adequagao do ins
trumental (pipetas,volumétricos, balangas, medidores de atividade etc.)

Para esse nivel fixamos um coeficiente de varia
¢do igual ou inferior a 10% para uma série de 20 determinagOes realiza
das no mesmo dia de trabalho.

2. Em condigbes de rotina. As habituais a um labora

torio de rotina. Nesse caso aceitamos como coefi-

ciente de variagdo valores iguais ou inferiores a 20% para uma série

de 20 determinagoes distribuidas em outros tantos dias de trabalho. Fi

xamos em 10 e 20%, efetivamente, os valores criticos para a precisao

em condigoes ideais e de rotina por estarmos 1idando com um parametro

cujas dispersdes de valores em individuos normais & suficientemente am

pla para observar numeros como os referidos. No fenomeno das altera

cles patologicas da insulinemia, as variacoes s3o ainda maiores e con
sequentemante compativeis com os limites fixados.

Para a verificacao dos niveis de  significancia
utilizou-se o teste t de Student(32)°

Como complemento final, realizaram-se dosagem em
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plasma humano em numero superior a 3000 cobrindo situagdes clinicas as
mais variadas e consequentemente amplo espectro de valores individuais.
0s resultados destas séries nao serdao apreciadas neste trabalho ape-
nas nos valeremos da experiéncia vivida para alguns comentarios de ca
rater metodologico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. MARCACAO DA INSULINA COM '251

Empregamos o metodo de Hunter e Greenwood (27-28) com

as modificacoes sugeridas por Yalow e Berson(z) utilizando como maté
rias primas essenciais insulina de porco recristalizada 6 vezes (Lilly
Laboratories) e 1251 5ob a forma de iodeto com atividade variando en
tre 200 a 300 mCi/m1 (Union Carbide Corporation).

A tecnica obedece a sequéncia seguinte e emprega 0s
reagentes e solugdes reagentes adiante relacionados.

Reagentes

- Fosfato dibasico de potassio anidro (Q.E.E.L.)
- Fosfato monobasico de potassio (Q.E.E.L.)
- Cloramina T (Merck) '

- Metabissulfito de Sodio (British Drug House)

Solucbes reagentes

- Tampao Fosfato 0,2M pH 7,4

- Cloramina T dissolvida em Tampao Fosfato na concentra

¢ao de 2,65 mg/ml.
- Metabissulfito de sodio dissolvido em Tampao Fosfato
na concentragao de 4,8 mg/ml.

Quantidades e ordem de adicdo dos reagentes

-1 20 ul de Tampdao Fosfato 0,2M.

i T,
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5% ul de '%2lodo.

5% ul de Insulina de porco.
20 ul de Cloramina T.

20 ul de Metabisuulfito de Sodio.

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

As quantidades de outros elementos sao mantidas cons-
tantes.

Uma vez adicionado o hormonio os outros reagentes de
vem ser colocados rapidamente para evitar dano a insulina ]251 e
adsorcdo ao tubo de reagao.

3.1.1. Controle da eficiencia da marcacao.

Para este teste usamos acido dietilbarbiturico,
dietilbarbiturato de sodio (Q.E.E.L.) para o preparo do Tampdo "Vero-
nal" 0,025M pH 8,6. Carvdo Norit-grade A (Amennd Drug and Chemical
Co.) suspenso por agitacao continua em Tampdo "Veronal", na concentra-
¢do de 100 mg/ml.

A uma aliquota da mistura contida no tubo de
iodagdo, acrescentam-se 100 ul de plasma, 2,4 ml de Tampao “Veronal"
e 0,2 ml da suspensdo de carvac (que & o adsorvente especifico do hor-
monio).

Agita-se bem em agitador de tubos "Vortex”,cen
trifuga-se a 5°C e 2000 rotagdes por minuto durante 20 minutos em cen-
trifuga refrigerada (I1.E.C International Centrifuge).

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

Preparacoes com rendimento inferior a 50% sao
desprezadas. Resultados superiores a 60% sdo esperados.
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3.1.2. Purificacao 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 diametro.

A coluna & preenchida com celulose
Whatman (Ashless Powder Chemically W & R Balsten Ltd.) que & mantida
na base com uma pequeno tampao de 13 de vidro, e & compactada firmemen
te até a altura de 3 cm.

125

Uma vez adicionada a insulina I

3 coluna, faz-se uma eluigdo com 3 porcoes de 2 ml de agua destilada,
que arrastardo a fragdo degradada do hormonio marcado adicionado a ce
lulose. Para a eluigao do hormonio marcado usam-se 3 porgoes de 0,5ml
de solugdo dlcool-acido (7,5 ml de alcool etilico, 0,15 ml de  acido
cloridrico concentrado e 2,35 ml de agua destilada). Dos eluidos cor-
respondentes as fragoes de insulina 125 sdo feitos testes de pureza,

semelhante aos empregados para determinar a eficiéncia da  marcagao,
passando a-se expressar percentualmente a pureza registrada nas diver
sas amostras.

3.1.2.2. Eletroforese em gel de amido.

Prepara-se o gel de acordo com as re
comendagcOes gerais de Smithies (33-34) adaptadas as partidas de ami-
do hidrolizado “Connought" segundo as indicagdes especificadas no rotu
lo do frasco.

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

No decorrer do processe de 1iodagdo,
imediatamente apos a adi¢do do metabissulfito de sddio, 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
migragdo da albumina sérica.
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As diversas insulinas migram na fren
te da albumina.

A placa @ posta na vertical e uma
tensdo de 100 volts € aplicada. A corrida & sustada quando o fronte
azul atinge o meio da placa. A seguir, remove-se a placa de gel que &
colocada em contato com filme Roya?! Blue da Kodak para autoradiografia;
retirar apos 15 minutos e revelar. Repetir com tempos de exposigao va
riaveis at@ obter a melhor qualidade de informagdo relativa a topogra
fia das faixas de radioatividade (Figura 2).

0s volumes de gel correspondentes as
faixas de atividade sdo removidos para tubos de ensaio de 16 por 100mm,

fechados com parafilme e mantidos congelados durante no minimo, 3 ho
ras.

Apos descongelar, adiciona-se a ca
da tubo 1 ml da mistura de Veronal Albumina. (Solugao de albumina huma
na Merck a 0,25% em Tampao ~ Veronal). A extragdo do hormonio marcado
e facilitada pela compressao cuidadosa do gel com um tubo de 13 por
100 mn. Manobras violentas ou intempestivas podem danificar a protei
na marcada.

A fracao correspondente a faixa do
meio (1ivre de super iodacao e hormonio frio) € centrifugada para ob
ter sobrenadante 1impido que, adicionado de 0,2 ml de “plasma azul" &
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 Upsalla - Suecia) em Tampao Veronal 0,025 M pH 8,6, no mi
nimo por 24 horas. Faz-se depois o empacotamento em bureta de 50 ml,
sendo o gel retido por tampao de 13 de vidro.

A eluigdo & feita com Veronal Albumi
na, coletando-se em coletor automatico (Coletor Automatico Arthur Tho-
mas Co.) fragdes separadas de 1 ml de eluido.

0 hormonio marcado purificado & elui
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do apos as proteinas séricas e os componentes danificados, mas antes do
iodo livre.

Os tubos tém suas atividades determi
nadas em detetor de cintilagdo de “"pogo" e os picos de atividade sao
identificados.

As fracoes eluidas, correspondentes
aos tubos dos picos de atividade =30 submetidas a controle de qualida
de segundo a mesma tecnica empregada para a verificagao da eficiéncia
da marcagao.

0 grau de pureza da cada tubo & nu
mericamente representado pelo valor percentual da atividade por insuli
na pura em relacao 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 purificacdo mais elevado. Quando mais
de um tubo apresentar valores proximos e elevados, seus conteidos po
dem ser reunidos.

3.2. DETERMINACAO DA DILUIGAC APROPRIADA DO ANTICORPO.

A partir de uma solugao a 1/1000 do anticorpo (antiin-
sulina de porco preparada pela Dra. Yalow, Veterans Admin. Hospital
Bronx, N.York) preparam-se diluiges de titulos variaveis de  até
1/400.000 empregando como diluente padrao solugao Veroial Albumina a
crescida de 1% de soro de cobaia e de uma quantidade de Insulina 125;
que contenha atividade correspondente a 1000 contagens por minuto(cpm).
Essas diluigOes sao testadas diariamente durante 3 a 4 dias (perVodo
de incubagdo) segundo a técnica seguinte:

A 2,4 ml de cada diluicdo, adicionam-se 100 ul de pias
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ma humano e 0,2 mi da suspensdo de carvdo Norit A ja descrita.

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

Paralelamente controlar a eventual degradagao da insu
lina marcada da maneira seguinte. Adicionar a 2,4 ml da solugao dilu
ente padrdo 100 ul de plasma e 0,2 ml de carvao. Agitar em " Vortex "
e centrifugar.

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

Preparagdes pouco danificadas acusarao percentuais bai
xos. Eleger a menor diluicdo do anticorpo que apresentar uma relagdo
B/F ao redor de 1,2 sem grande aumento da percentagem da danificagao
ao hormonio.

3.3. TECNICA E SEQUENCIA OPERACIONAL DA DETERMINACAO DO

TEOR DE INSULINA NUMA SERIE DE AMOSTRAS DE PLASMA HUMA
NO POR RADIOIMUNOENSAIO.

Este protocolo apresenta a sequerncia operacional defi-
nitivamente escolhida por nds na dependéncia dos resultados dos dife

rentes ensaios aqui descritos e cuja justificativa consta dos comenta-
rios.

3.3.1. Curva padido.

A quantificagao do teor de insulina em amos
tras @ obtida comparando-se a relagao B/F das mesmas com as  obtidas

com quantidades conhecidas de insulina postas a reagir em  condigoes
identicas.

Para o preparo das amostras de insulina com
teor conhecido e que servirdo para o preparo de curvas de calibragdo
curvas padrao emprega-se insulina humana fornecida sob a forma de solu




¢do contendo 1 ug/ml pela Escola de Medicina da Universidade de Pitts
burgh (USA) por gentileza do Dr. Mirsky.

Esta solugdo sera denominada de agora em dian
te de solugdo estoque de insulina.

Tomar 25 ul da solugao estoque e diluir a 1 ml
com Veronal Albumina. Desta solucdo, preparar diluicdes de titulo va
riavel que cubram os valores correspondentes de 1 a 100 ul. Como di-
luente emprega-se solucao Veronal Albumina.

As diluigOes sao feitas em duplicata de forma
a poder dispor de 2 séries iguais. As diluicdes sdo feitas de acordo
com a tabela abaixo.

TABELA DE DILUICAO DA SOLUCAO ESTOQUE DE INSULINA

VOLUME INSULINA VERONAL ALBUMINA | CONCENTRACAO FINAL
(25 mug/m1) INSULINA
NQ ul ul mug/ml

99 0,01
98 0,02
97 0,03
96 0,04
95 0,05
90 0,10
85 0,15
80 0,20
70 0,30
50 0,50
30 0,70
- 1,00
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Além das 2 séries de 12 tubos, preparam-se 6
tubos, identificados pelas maiusculas de A e F contendo 100 ul de solu
¢30 Veronal Albumina e que irdo servir como "brancos" para o ponto ini
cial das curvas de calibracio (Aa D) e para o controle da degradacao
da insulina (Ee F).

Nos tubos controles sdo colocados 2,4 ml de di

luente padrao e nos demais diluente padrao com o anticorpo na diluigés
jdeal. Levar para a geladeira a 4% para incubar durante 3 a 4 dias .

3.3.2. Amostras de plasma humano.

Os procedimentos tecnicos, descritos e ensaia
dos neste trabalho sdo comprovadamente compativeis com o processamento
simultaneo de ate 500 amostras de plasma.

Considerando-se que sdao feitos grande numero
de determinagOes simultaneas, o método foi semi-automatizado usando-se

"biopette”, pipetador automatico e ponteiras descartaveis de polietile
no "biotip" (Schwarz/Mann) lavando as ponteiras varias vezes em agua
destilada e posteriormente varias vezes na amostra do proximo plasma
a ser pipetado e trocando-as para cada lote de 10 a 15 tubos de plasma,
procurando desta forma evitar contaminacao das amostras.

Aos 100 ul de plasma de cada amostra,adicionam
-se 2,4 ml de solugao de diluente padrao com cerca de 1000 cpm de In
sulina I, contendy o anticorpo na diluigdo apropriada. Agita-se em
“Wortex". Incubar 3 a 4 dias em geladeira a 4°C.

Para cada lote de 10 a 15 amostras de plasm:,
separar uma ao acaso e transferir 100 ul de plasma para um tubo que
passara a ser o “controle" do peryodo de incubacao do lote.

Aos tubos controles, adicionam-se 2,4 ml de
diluente padrao sem o anticorpo. Agitar em “Vortex". Incubar 3 a 4 di
as em geladeira a 4°.

Enquanto transcorre o tempo de incubagao das
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amostras de plasma e dos tubos para a calibragdo da relagao B/F, rea
lizam-se ensaios diarios objetivando controlar o grau de degradagao so
frida pela insulina marcada e sua capacidade de fixagdo ao anticorpo.
Para tanto preparam-se 4 tubos contendo 2,4 ml de solugdo diluente pa
drdo e mais 4 tubos contendo igual quantidade de diluente mais anti-
corpo na diluicao escolhida.

Caso a fracao degradada alcance valor igual ao
superior a 10%, a incubac3o das amostras e padrdes sera interrompida
desde que a relagdo B/F tenha alcangado valor, no minimo, de 0,8.

Caso o valor de degradagao percentual se con-
serve abaixo de 10%, aguarda-se mais tempo para verificar se a razao
B/F alcanca valores mais proximos de 1,2 que & o ideal. Na hipotese
da razao B/F ser inferior a 0,8, deixar incubando mais 24 horas verifi
cando mais uma vez o grau de degradacdo para que nao se opere com valo
res percentuais superiores a 15%.

A seguir procede-se a derradeira adigao que
consta de 0,2 ml da suspensdo de carvdo Norit, que & feita em todos os
tubos (amostras de plasma, padroes de insulina, controles etc.). Agi
tar em “Vortex". Centrifugar, separando o sobrenadante do carvao.

Proceder a determinagdo da atividade no rirvao
e no sobrenadante em detetor de cintilacao de "pogo”, integrando-se
pelo menos 10.000 impulsos com o fim de minimizar o erro  decorrente
da aleatoridade do fenomeno radioativo.

Calculados os valores numericos de B/F  para
cada amostra de insulina a massa correspondente de insulina & lida mer
cé da curva de referéncia recem elaborada. A massa de insulina da
amostra, expressa em mug, devera ser multiplicada por 62F (625=25.25)
para atender ao fator de diluigao (25 = 2,5 m1/0,1 m1) do plasma e pe
lo fator (25) de converszo para uU (1 mug de insulina = 25 ul).

0 valor médio da relagdo B/F para cada diluicad
da solugao de insulina & langado na ordenada de grafico linear contra
o valor correspondente da massa de insulina expressa em mug. O0s pon
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tos assim obtidos sdo reunidos pela curva continua que melhor os satis
faca.

3.4; ENSAIOS PARA AVALIACAO DOS CARACTERISTICOS DA SEQUEN
CIA OPERACIONAL SELECIONADA PARA A DOSAGEM DA INSULINA
EM PLASHA.

3.4.1. Exatidao.

Preparar, em duplicata, 4 solucdes em plasma
de banco de sangue de insulina com concentragoes crescentes 0,02 ;0,04;
0,05 ; 0,10 mug. Processa-se o metodo descrito e calcula-se a media
para cada lote.

Calcular o coeficiente de correlagao (r) e tes
te de significancia do valor r, para valores de o = 0,05.

Com uma mistura de plasma com presumivel alto
teor de insulina (acme de estimulacao insular por sobrecarga de glico
se) procedemos a:

3.4.2. Verificacdo da especificidade.

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

Processa-los de acordo com a técnica descrita.
Calcular as meédias das uU/ml correspondentes a cada diluigao e 1langa-

las em ordenada de grafico linear contra valores de diluigdo decrescen
tes.

Na hipotese do material reagente do plasma ser
imunoquimicamente igual a insulina pancreatica humana utilizada no pre

paro das solucgoes padrao, dever-se-a obter uma diagonal a 45° reunindo
os pontos do grafico.

Calcular o coeficiente de correlagio r e o
Tr que sera aceito para valores de a = 0,05.
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Sensibilidade.

Se reflete essencialmente na queda inicial da
curva padrao.

Precisao.

3.4.4.1. Reprodutibilidade em condicoes ideais

de trabalho.

Da mistura do plasma preparam-se e
processam-se 20 amostras iguais. Os valores numéricos da concentragao
foram calculados, bem como o coeficiente de variagao. Seu limite de
aceitabilidade foi fixado em 10%.

3.4.4.2. Reprodutibilidade em condicoes habi

tuais de trabalho.

Da mistura do plasma preparam-se e
processam-se 20 amostras distribuidas em outros tantos dias de traba

Tho. Calcula-se a média dos valores de concentragao de insulina, esta

belecendo~se como 1imite de aceitagdo, um coeficiente de variagdao de
20%.

3.5. TRATAMENTO ESTATISTICO

Recorreu-se, conforme referido nos diferentes itens des
te capTtulo, ao calculo do coeficiente de correlagao r, estabelecen-
do-se sua significancia.

Para as demais situagoes, calcularam-se as médias, des
vios padroes e coeficiente de variagao.
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4. RESULTADOS

Para cada uma das etapas fundamentais da técnica de dosagem
da insulina plasmitica, serdo apresentados os resultados decorrentes
dos diferentes esquemas experimentais descritos e justificados no capl
tulo proprio.

4.1. CONTROLE DA EFICIENCIA DA MARCACAO DA INSULINA

A Tabela I reune os rendimentos percentuais de varias
marcac¢Oes realizadas. Consta da mesma Tabela a média que resultou ser
de 73%. '

4.2. PURIFICACAO DA INSULINA MARCADA

4.2.1. Cromatografia de adsorgao em celulose.

A Tabela II reune os resultados dos ensaios
de pureza realizados, para cada partida estudada (quatro), em cada uma
das fragoes eluidas com solugdo alcool-acido. Os valores  numéricos
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 exclusao molecular

(“Sephadex").

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




TABELA 1

CONTROLE DA EFICIENCIA DE MARCAGKO DA INSULINA '2°1

PARTIDA EFICIENCIA PERCENTUAL

DE MARCAGKO
No .

—

83
76
80
73
76
70
68
70
60
70
74
75
80
74
70
68
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TABELA II

CONTROLE DE PUREZA DAS FRACDES DE INSULINA ‘21

INDENE SEPARADAS POR ADSORGAO EM CELULOSE

INSULINA Y251 INDENE
DISTRIBUICAG DOS VALORES PERCENTUAIS
PARTIDA DE PUREZA NOS ELUATOS COM ALCOOL-ACIDO

Ne

10 eluato 20 eluato 39 eluato

157
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TABELA III

CONTROLE DE PUREZA DAS FRAGUES DE INSULINA V251 INDENE
SEPARADAS POR ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO E POSTERIOR
CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE EXCLUSAO MOLECULAR(SEPHADEX)

INSULINA V231 INDENE
pARTIDA | DISTRIBUIGAO DOS VALORES PERCENTUAIS DE
PUREZA NAS DIFERENTES FRAGOES ELUTDAS
No
10 eluato 20 eluato 30 eluato
) 9 9% 96
2 9% 94 94
3 98 97 97
4 9 95 95
5 97 97 95
6 97 97 97
7 98 98 98
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da inspecao da Tabela os valores oscilam entre 94 e 98%, atestando o
elevado grau de purificagdo que @ alcangado.

A Tabela IV compara os valores percentuais ma
ximos registrados para cada partida submetida a purificagao por ambas
as técnicas. Como decorre da analise dos resultados, os relativos a
tecnica de eletroforese a cromatografia em “"Sephadex" apresentam valo
res ligeiramente superiores e principalmente, mais homogenecs.

4.3. DETERMINACAO DA DILUICAG ADEQUADA DO ANTICORPO E CON-
TROLE DO DANO DA INSULINA NA FASE DE INCUBACRO

A Tehela V reune os dados numericos representatives do
dano percentual da insulina e a relagdo B/F correspondentes a cada ti
tulo de diluigao do anticorpo para cada um dos dias de incubagdo (qua
tro).

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

Na Tabela VIacham~se reunidos os valores de diluigao

selecionados para as diferentes partidas a par de seus respectivos da
nos percentuais e valores de B/F.

4.4. CURVAS PADRRO

Ne Figura 4 acha -se representada uma curva padrao pre

parada de modo a cobrir valores de insulina que se estendem de 0,01 a
1,00 mug/m1l.

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

4.5, AMOSTRAS DE PLASMA

Uma vez preparado o ensaio, durante o periodo de incu
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CURVA PADRAO PARA O ENSAIO DE INSULINA HUMA-

NA [AS RELAGOES INSULINA-ANTICORPO (B)/ INSULINA
(F) NAS SOLUGOES PADRAO SAO PROJETADAS COMO

2.0r
UMA FUNCZ\O DA CONCENTRAC-EO CONHEGIDA DA IN-
g SULINA]
g 15t DILUIGKO DO ANTISORO I:2 x10°
8
=
g
§ 1o}
]
w
o
0.5
"\
—_—
° 05 00 OB 020 0,30 " 050 ©0.70 Lo
CONCENTRAGAO DE INSULINA HUMANA: mug/mi DA SOLUGAO ~ PADRAD
625 3125 62,5 135 87,5 - e 625

CONGENTRAGAO DE INSULINA. HUMANA: 4 U /mi (mpugxDiL. PLASMA x un U/ mug)
EM PLASMA NAO DILUIDO 25 25

1
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TABELA 1V

COMPARACKO DOS VALORES PERCENTUAIS DE PUREZAS MAXIMAS DA
INSULINA 1251 PURIFICADA POR COLUNA DE CELULOSE E ELETRQ

FORESE EM GEL DE AMIDO SEGUIDA DE CROMATOGRAFIA EM"SEPHADEX'

PARTIDA COLUNA DE CELULOSE
NO

ELETROFORESE + CROMATOGRAFIA

EM

"SEPHADEX"

% maxima | fragao n?

¢ maxima

fragao n?

——
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TABELA V

DETERMINAGAO DA DILUICAO ADEQUADA DO ANTICORPO PARA 0 INTERVALO DE INCUBAGAO E CONTROLE DO DANO DA INSULINA

ITUL0 oA 19 DIA 20 DIA 39 DIA 49 DIA
DILUIGAO
00 ANTICORPO | o pe prerADAGAO | B/F | % DE DEGRADAGRO | B/F | % DE DEGRADAGRO | B/F | % DE DEGRADACRO | B/F
.i 5
1: 1.103 4 1,33 4 1,87 4 1,88 5 1,95 <
1: 2.108 4 0,83 4 1,16 8 1,26 5 1,44
3 *
1: 3.10 3 0,57 4 0,97 4 0,99 5 1,16
1: 4.10° 4 0,41 4 0,57 8 0.70 5 0,83

* Identifica a diluigao ideal dentro de uma mesma faixa de dano percentual perfeitamente aceitavel.
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TABELA VI

VALORES DE DILUIGAO SELECIONADOS PARA DIFERENTES ENSAIOS

TITULO DA
DILUICAO DO
ANTICORPO

%2 DE TEMPO DE

INCUBAGAO
DEGRADACAO (dias)

1: 3.10°
1: 2,5.10°
1: 2,5.10°
1: 2,5.10°
1: 3.10°

: 2,5.10°

: 2,5.10°

: 3.103

: 3.10°

: 3.10°

—

4
4
4
3
4
3
4
4
4
4




TABELA VII

CURVA PADRRO PARA VALORES DE INSULINA COMPREENDIDOS
ENTRE 0,01 21,0 mug ESTIMADOS COM INSULINA '2°1 No1

CONCENTRAGCAD INSULINA RELAGRO B/F
HUMANA . .
mug 18 serie | 23 série

- 1.9 1,89

- 1,85 1,87

- 1,89 1,87

- 1,83 1,85
0,01 1,59 1,61
0,02 1,34 1,37
0,03 1,28 1,32
0,04 1,18 1,22
0,05 1,09 1,1
0,10 0.86 0,90
0,15 0,70 0,74
0,20 0,62 0,66
0,30 0,53 0,58
0,50 0,38 0,42
0,70 0,32 0,36
1,00 0,27 0,29
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bagdo, realizam-se testes nos tubos preparados para tal, da  percenta
gem de degradagao da insulina ]251 e da relagao B/F.

Na Tabela VIII temos um exemplo demonstrativo, onde se
podera verificar que o nivel de degradagao da insulina 125 permaneceu
inalterado (8%) e a relagdc B/F aumentou progressivamente até atingir
um nivel satisfatorio de 1,2 no quarto dia de incubagcao quando 0  en
saio foi terminado. '

4.6. ESPECIFICIDADE

A Tabela IX reune os valores em quadruplicata expres
sos em ul/ml, para 4 diferentes diluicoes de uma mesma amostra de plas
ma. Constam igualmente as medias respectivas.

A Figura 5 construida com as meédias acima, representa
graficamente a correlagdo entre diluigdo e concentragao de insulina.
0 valor de r resulta ser r = 0,998,

4.7. EXATIDAO

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

4.8. SENSIBILIDADE

Como indice de sensibilidade adotou-se o andamento ini
cial da curva de padronizagdao. Quanto melhor o angulo desta com a or
denada, maior a sensibilidade.

Com efeito, quanto maior for a inclinagao da curva no
seu trecho inicial correspondendo aos menores valores de massa da insu
lina, maior sera a variagao do B/F.

Esta maneira de apreciar a sensibilidade nada mais @&




REPRESENTACAO GRAFICA
ESPECIFICIDADE

diluigo

17125 17100 1725 do
plasma

Mistura de Plasmas

Diluices Kmi

|25 182"
I-50 87"
1100 50°
1125 37"

-médias de 4 dosagens

FIGURA S
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ESTUDO DOS NIVEIS DE DEGRADAGKO DA INSULINA '251 £ DA RELAGRO B/F

DURANTE 0S 4 DIAS DE INCUBAGAO DA DOSAGEM DE INSULINA EM PLASMA HUMANO

TEMPO DE INCUBAGKO PERCENTAGEM DE | INSULINA 1257 + ANTICORPO
(dias) DEGRADAGRO RELACAO B/F
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TABELA IX

PPN ST B Saey e

CONTROLE DA ESPECIFICIDADE

DILUICOES

1:50 1:100
uli/m1 utl/ m1

r = 0,998
Tr= 28,26




TABELA X

PROVAS DE RECUPERAGAO ADICIONANDO QUANTIDADES CRESCENTES
DE INSULINA HUMANA A PLASMA COM CONCENTRAGAO CONSTANTE

QUANTIDADE QUANTIDADE VALOR
EXISTENTE ADICIONADA REGISTRADO

mug mug

0,019
0,021

0,037
0,042

:
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b
-3
3
S
&
1
5
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=
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x5
1
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or

0,051
0,047

0,101
0.097
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do que uma simplificacdo subjetiva da forma analitica de testar o pro
blema (Yalow 3-2).

4.9. PRECISAD

0s resultados numericos individuais, a2 media,desvio pa
drdo o coeficiente de variagao de 20 aliquotas de um mesmo plasma, en-
saiado em condigoes ideais de trabalho acham-se reunidos na Tabela XI
A madia resultou ser 164,3 ¥ 12,2 ul/ml e o coeficiente de variagao
7,4%.

A Tabela XII reune o mesmo tipo de dados para a mesma
amostra, ensaiada em condigoes habituais de trabalho (rotina). A m§
dia foi de 160,0 ¥ 12,2 ul/ml e o coeficiente de variagdo 7,6%.
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TABELA XI

ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE DE 20 DETERMINAGOES DE
INSULINA, EFETUADAS EM PLASMA,COM CONCENTRAGAO ELEVADA
DE INSULINA, PERANTE CONDIGOES IDEAIS DE TRABALHO

TUBOS

O 00 N 0 0 A WM -

B ool ot md gl ol el ed e =t
O W O N ol H W —=O

CONCENTRAGAO DE INSULINA

A ul / ml

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




TABELA XI1

ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE DE 20 DETERMINAGOES DE INSULINA
EM MISTURA DE PLASMA, PERANTE CONDICOES HABITUAIS DE TRABALHO

TUBOS

CONCENTRACAO DE INSULINA
ub/ml

W0 o N ;AW -

N v e o) o md e md et wd e
O W oo NGO & W N~ O

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

¥ = 160,0

S =12,2 CV =7,6%
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5. DISCUSSAO

Dos diversos aspectos apresentados neste trabalho, discutire
mos inicialmente a marcacao da insulina.

Empregamos a modificacdo do metodo de Hunter e Greenwood co
mo o sugerido por Yalow e Berson(z) adicionando plasma humano, cujas
proteTnas serviriam para previnir a adsorcdo do hormonio ao tubo de io
dagdo, e os reagentes em sucessdo a mais rapida possivel.

Para se obterem marcagdes eficientes € aconselhavel o empre
go de volumes pequenos de reagentes em concentracio elevada. Esta pra
tica serve também para minimizar as perdas de hormonio por adsorgao ao
tubo de iodacdo, quando em baixas concentragoes.

Um aspecto importante em radioimunoensaio € a marcagao do
hormonio peptidico com niveis de radioatividade-que permitam uma conta
gem estatisticamente adequada, mantendo ao mésmo tempo uma baixa con
centragao de hormonio tragador, portantO‘atividadé éspechica suficien
temente alta (35).

Um aumento do niimero de substituiéﬁes de radioiodo na molécu
la do hormonio, aumenta a atividade especifica do hormonio marcado,mas
por outro lado, uma super iodacao tende a diminuir a imunoreatividade
da preparagao (5). Assim o hormonio deve ser marcado a uma atividade
especifica tal que seja consistente com a manutencao da integridade
imunoquimica e estabilidade do hormonio radicativo.,

Na purificacdo do hormonio marcado, empregamos inicialmente
cromatografia de adsorcao em coluna de celulose, que embora de feitura
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simples, foi substituida pela cromatografia em coluna de exclusao mole
cular ("Sephadex") de melhor eficiéncia e resolugdo, como se podera
observar na Tabela IV comparativa dos dois sistemas de purificagao.

0 hormonio marcado ao ser levado a coluna Sephadex ja tem
os seus componentes com diferentes atomos de iodo selecionados atra
vés de eletroforese em gel de amido.

Pela Tabela III observa-se que o hormonio radioativo, apos
passagem em coluna de “Sephadex" apresenta uma pureza de até 98%.

Quanto a separagdo do hormonio 1ivre do 1igado ao anticorpo
e componentes danificados, escolhemos, entre as virias técnicas de se
paragao, a do carvao ativado recoberto com plasma, como adsorvente es
pecTfico do hormonio.

Um critério para o uso de determinado adsorvente para radioi
munoensaio de hormonios prot€icos plasmaticos € a adsorgao do hormonio
livre na presenca de concentragao moderadamente elevada de proteinas
séricas nao especificas (competindo para os locais de adsorgao) e a
exclus@o do hormonio danificado e complexo hormonio-anticorpo, nas mes
mas condicOes.

No caso do carvao ativado, Herbert(ss) menciona que a sua
cobertura com uma molécula de tamanho apropriado diferente para cada
hormonio, & necessaria para que haja boa separagdo do hormonio Tlivre
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 antigeno-anticorpo.

Por outro lado, Ekins(37)
ativado ndo oferece vantagem.

menciona que a cobertura de carvao

Com efeito, existem evidencias de que a agdo de proteinas s&
ricas na adsorgdo de hormonios, na celulose por exemplo, € antes uma
inibigao competitiva do que a producdo de um sistema semelhante a pe
neira, como quer Herberégs) . Qualquer que seja o mecanismo de funcigi
namento das superficies de adsorgao, na presenga de proteTnas plasmati
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cas ou de outro material de cobertura, o resultado de nosso trabalho
revelou que o carvao ativado recoberto com plasma & adsorvente satisfa
torio para uma separagdo eficiente entre hormonio livre e complexo an
tigeno-anticorpo.

0 hormonio danificado e o unido ao anticorpo, tem menor afi
nidade do que o hormonio livre para os locais de adsorgao.

A otima quantidade de adsorvente (0,2 ml de uma solugdo a
100 mg/m1) foi selecionada com base na adsorgdo maxima do hormonio 1i
vre e da exclusdo do complexo antigeno-anticorpo.

Assim chegamos a concentragao otima de separagao quando se u
tilizam diluigao de plasma 1:25 correspondendo a quantidade de adsor
vente de 20 mg por tubo de reacao.

0 ensaio de uma mistura de plasma, com teor elevado de insu
lina, usando carvao como adsorvente especifico do hormonio, para a de
terminagao da especificidade e precisao do método, utilizando hormonio
marcado, padroes de insulina humana, permitiram a construgdo de curvas
padrdo e calculo da concentracao das aliquotas dosadas.

A variagao para a precisao do método foi de 7,4% para a re

produtibilidade em condigoes ideais de trabalho e 7,6% em condigoes
de rotina.

Apesar de diferentes condigoes de trabalho, os resultados

proximos, se deve ao fato de nao ter havido variagio de reagentes, ins
trumental e operador.
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6. CONCLUSDES

1. Padronizamos um metodo de separacao do hormonio marcado
ligado ao anticorpo (B) e hormonio marcado livre (F) pa
ra a dosagem da insulina pela técnica do radioimunoensaio.

2. Dos diversos métodos de separacao do hormonio marcado 1i

vre e unido ao anticorpo, testados neste trabalho, intro

duzimos o método do carvdo ativado recoberto com plasma, constituin-
do uma simplificacdo da dosagem do hormonio.

3. A tecnica empregada, avaliada atraves da especificidade,

exatidao e precisao € adequada para quantificar niveis

de insulina plasmatica desde condigoes basais ate niveis de hiperinsu
linemia, geralmente apds estimulo adequado.
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ERPATA

APLICAQKO DO METODO DO RADTOIMUNOENSATIO NA DOSAGEM DA

INSULINA NO PLASMA HUMANO

pég. . linha onde se le
1 23 sits

14 15 Amennd
18 27 1000 cpm
22 21 1000 cpn
31 fig.4~abcissa 0,5

40 tabela X r=0,007

leia-se
sites
Amend
1000 cpm/ml
1000 cpm/ml
0,05

r=0,997
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