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CARACTERÍSTICAS E NORMAS TÉCNICAS DO CONJUNTO DE RfcATIVO

("kit") PARA O DOSEAMENTO DE INSULINA HUMANA.

POR RADIOIMUNOENSAIO

Carlos Henrique Mesquita, Constância Pagano Gonçalves Silva e Margarida Mizue Hamada

RESUMO

Descrevem-se as características metodológicas do conjunto de reativos para a dosagem ds insulina por radioi-

munoensaío preparado no IPEN-CNfcN/SP.

roram avali*Jos suscintamente: a atividade específica da insulina- I, a constante d* afinidade . . da reação

antígeno-anticorpo. a comparação entre dois procedimentos de purificação da radioinsulioa. a dosa mwnima detec\^v«l

pelo radioimunoensaio, a cinétíca de degradação da radioinsulina imunorreativa, o perfil de precisão do- ensaio, o efeito

da temperatura de incubação no desempenho do radioensaio e os valores de normalidade.

THE INSULIN RADIOIMMUNOASSAY kit PREPARED BY IPEN-CNEN/SP

TECHINICAL SPECIFICATIONS

ABSTRACT

The specification» and methodological* aspects of the insulin radioimmunoassay kit producer) by

IWEN-CNEN/SP are described.

The limitations, taking care and the following» quality control parameters or procedures art discussed:

specific radioactivity, comparison between two insulin-11 I purification procedures, affinity constant "K" of the

antigen-antibody reaction, minimal detectable dose (MOD), kinetics degradation of the radioinsulin, radicassay impre-

cuion profile, radioauay performance temperature dependence and normal value» histogram.

1 - INTRODUÇÃO

A dosagem do nível sérico da insulina tem sido utilizada com muita freqüência na diagnose e

pesquisa médica moderna.

Dentre as técnicas mais utilizadas para a quantificação da concentração de insulina, o

radioimunoensaio (RIE) tem sido preferido devido a sua extrema simplicidade operacional e qua-

lidade metodológica .

Tradicionalmente, Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, CNEN/SP tem-se destacado

como uma das principais instituições do país na difusão da metodologia dos RIE'7 > 1 3> 2 0 . 2 2 ' . Nesse



sentido, propusemo-nos a ampliar esta contribuição mediante a produção dos reagentes básicos neces-
sários para o doseamento da insulina, viabilizado na forma de conjuntos de reativos ou "kit".-

O propósito deste trabalho é relatar as características metodológicas do "kit-insulina", os cuida-
dos especiais na sua utilização e descrever suas limitações.

2 - MATERIAIS E MÉTODOS

2.7 - Insulina-1 J S I

2.1.1 - Marcação da Insulina com I 1 5 I

A insulina é radioiodada pelo método subestequiométrico da Cloramina T descrito
por Freychet e c o l ' 4 ' . Apenas marcações com rendimentos superiores a 60% são utilizadas para forneci-
mento.

2.1.2 • Purificação da Insul ina-1 5 S I

O substrato marcado com l l s l foi purificado em:

a) Coluna cromatográfica de dimensão 1 x 30 cm (diâmetro, altura) preenchida com
sephadex G-50 fino (partículas tamanho 20-80 f im) 1 2 1 ' .

b) Coluna com dimensões 0,7 x 4 cm (diâmetro, altura) de celulose Whatrnan CF 11
(medium lenght Libres, ash max 0,015%) de acordo com Yalow e Berson'" . Uma
pequena alíquota de insulina purificada por este processo é cromatografada em uma
coluna de sephadex G-50 para a avaliação do seu grau de pureza, utilizando-se o
mesmo procedimento do item "a " acima descrito. A seguir a insulina-1 M l é di-
luída em Tampão Veronal 0.05M pH 8,6 com 0,33% d« soro albumína bovina (8SA)
de modo a se obter a radioatividade volumétrica de aproximadamente 2,4 x 10*
cpm/ml e conservada no congelador (-20°C).

2.1.3- Determinação de Atividade Específica da Insu l ina- 1 2 Í I

A atividade específica do produto marcado è determinada, pelo método do auto des-
locamento descrito por Morr is" ' ' .

2.2 • Anticorpo Anti-insulina

2.2.1 - Produção do Anti-soro Anti-insulín»

O anti-soro, anti-insulina foi preparado segundo, os procedimentos descritos por

Yalow' 2 3 ' c utilizado no radioimunoensaio na diluição final de 1 :150000.

2.2.2 - Anti-soro Utilizado nos Ensaios

O anti-soro foi diluído em Tampão Veronal 0,05M pH 8,6 + 0,33% de BSA, numa
diluição de 1:50 000 e conseivado a -20°C.

2.3 • Soros de Referência (Padrões)

2.3.1 • Preparação da Mistura de Soros Humanos Isenta de Insulina (Soro STRIP)
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Na preparação de soros de referência (padrões) utilizou-se uma mistura de soros hu-
manos ("pool"), selecionados de pessoas consideradas normais, na qual extraiu-se a insulina presente.
A extração cb insulina endógena foi realizada utilizando-se carvão ativado, secundo a técnica descrita
por Heyns161.

2.3.2 - Preparação de Soluções Séricas Concentradas de Insulina

Solução a: é preparada a partir da insulina cristalizada, mediante o seguinte protocolo:

Pesar 1000 jug da insulina porcina cristalizada
Adicionar 50 pi de solução de HCI 1N
Completar volume para 1000 pi com água destilada
Concentração final - 25 x IO6 A(U/ml.

Solução 0:

Aliquotou-se 5 pi da solução a e diluiu-se em 12,5 ml de soro "strip". A concentra-
ção finil da solução 0 corresponde a 13* pU/ml1"1 .

2.3.3 - Preparação dos soros referenciais para definir a curva de dose resposta (curva padrSo).

Soro referência 200 pl/ml

Solução p" 200 pi
Soro "STRIP" q.s.p. 10 ml

Soro referência 100pUI/ml

Solução 0 100 pi
Soro "STRIP" q.s.p 10 ml

Soro referência 50

Solução 0 50 pi
Soro "STRIP" q.s.p. 10 ml

Soro referência 25 pUl/ml

Solução 0 25 pi
Soro "STHIP" q.s.p 10 ml

Soro referência 10 pli l /ml

Solução 0 10 pi
Soro "STRIP" q.s.p 10 ml

Soro referência 0 pUl/ml

Utilizou-se o próprio soro "STRIP".

A seguir dividiu-se o conteúdo de cada frasco em alíquotas de 1 ml (2 ml d» soro referencia de

0 pUl/ml) e foram conservados a -20°C.

2.3.4 - Caracterização dos Valores de Normalidade

Foram dosados 26 soros de pessoas consideradas normais, amostrados em jejum.

I ') pUl/ml - Unidade de concentração da iniulina que representa Micro Unidade! Internacionais por Mililitro.
Terminologia itvtrt» pelos profissionais dó área.



Para dois destes 26 indivíduos acima referidos foram administrados 75 g (via oral) d»
glicose e colheram-se amostras nos seguintes tempos após ingestão JO estimulante: 30 min., 60 min.,
90 min., 120 min., 180 min.

2.4 - Protocolo do Radioimunoensaio da Insulina

O protocolo geral do radioimunoensaio adotado no "kit" encontra-se esquematizado na
Figura 1.

I

NSB: SEM ANTICOROPO

Identificar dois tubos para
o controle do "Branco" da
rejção. I

Em cada tubo adicionar
100 Ml do soro referência
0/iUI/ml. I

Em cada tubo adicionar
110/il de H-O destilada.

SORO REFERÊNCIA
( Padrões)

Identificar para cada soro ra-
ferência (0 a 200 /iUI/ml)
dois tubos respectivamente.

Em cada tubo adicionar
100 jul do respectivo soro
referência padrão.

Em cada tubo adicionar
100 Ml do anti-soro anti-
-insulina.

Em cada tubo adicionar
100/41 da lnsulina- I 15 l .

Agitar suavemente.

III

AMOSTRAS

Identificar para cada amos-
tra dois tubos respectiva-
mente. I

Em cada tubo adicionar
100 /il dos respectivos so-
ros amostras.

jfVioJir a radioatividade da
[cada tubo durante 1 min.

Incubar ã temperatura d» 4°C durante 1 2 - 1 8 h s .
i

Adicionar 1 ml de solução ds Polietileno Glicol (PEG)

Agitar suavemente.

Centrifugar durante 20 min, a 2000 rpm.
l

Aspirar o soorsnadame cuidadosamente (descartá-lo).

Mensurar a radioatividade cio precipitado de cada tubo.
Cl MSS representa o n'val d* ligações não específicas eu» ocorram entrt a insulina ind*p«ndent»menti <S» participa-

ção do ontisoro.
Figura 1 - Protocolo Geral do Radioimunoensaio do "kit" Insulina.

2.5 • Processamento dos Dados

Os cálculos relativos à avaliação da atividade especifica da insulina-'2 5 I , da análise de
Scatchard"81 isto é caracterização das connames: K, q e Knq t l definidas no item 3.2.1, da dose míni-
ma significativa, dos perfis de precisão e dos simulados para diferentes temperaturas foram processados
em computador IBM/370 utili/andose o sistema GARLA' 9 1 0 1 disponfvel no Departamento de Procss-
samsnto Je Dados do Instituto de Pesquisas Energéticos e Nucleares - CNEN/SP.



3 - RESULTADOS E COMENTÁRIOS

3.1 - Características da Insulina-125!

Os dados a seguir reúnem os resultados do comportamento da radioinsulina purificada em co-
luna de sephadex G-50 e em coluna de celulose Whatman. CF 11. A Figura 2 mostra os radiocromatogra-
mas do extrato marcado processado com e sem a purificação em coluna de celulose CF 11.

-• StPMAOEX

-•CELULOSE-» SEPHAOEX

10 13 20 23 30 33 40 43 30

TUBO COLETADO (f<nl)

Figura 2 — Radiocro.natogramas de Extratos Marcados de Insulina-12 * l .

Como se observa, a insulta- I purificada em celulose é praticamente pura pois a fração
in-iene correspondeu a quase totalidade da radioatividade frente daquela denominada "danificada" e a
do l 2 S l - l ivre.

A Tabela I reúne dados comparativos de parâmetros do radioimunoensaio calculados a partir
das duas fontes de radioinsulina: purificada em sephadex e em celulose. Os resultados desta tabela apon-
tam a purificação pela celulose como a mais adequada pois, com esse processo obteve-se índice mais ele-
vado da capacidade de ligação (Bo/T)'*1, constante de afinidade "K" mais elevada sem comprometer o
desempenho geral dos demais parâmetros.

Tabela I
Análise Comparativa das Características da Radioinsulina-11JI Purificada em

Sephadex G-50 e em Celulose CF II

P A R Â M E T R O

Atividade específica
Constante de afinidade K
Bo/T
NS8 (não específico)
x5o%r">
Inclinação da curva ('Slope')

P U R I F I C A Ç Ã O

S E P H A D E X

253 Ci/g
38 x 10» L/Mol
27%
5%
30 uUI/ml
0,95

C E L U L O S E
229 Ci/g
48 x 10» L/Mol
37%
5%
40 uUI/ml
1,0

u s ,I*) Bo/T é a razão do nível da radioatividade do complexo anticorpo-insulina ' " t pela radioatividade total T
da Insulina-12 I adicionada no tubo de reação, na ausência d« insulina fria (padrjo 0).

(' *) x50% representa a concentração do hormônio frio necessário para deslocar o valor de B/T ao níw) d» 50%
do inicial (Bo/T).



3.1.2 - Atividade Específica da lnsul ina- I J 5 l

A Figura 3b mostra os resultados da atividade específica da Insulina-1 2 5! marcada,

em sete ensaios. O vator médio daqueles resultados foi de 196 ± 33 Ci/g. Esse valor permite-nos estimar

que a incidência de átomos de l l 5 l por molécula de insulina é da ordem de 0.5 l 251/molécula, indican-

do-se que a atividade especifica da insulina fornecida é de no mínimo 130 Ci/g e no máximo 260 Ci/g.
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Figura 3 — Estudo Sistemático ao Longo de 220 Dias da Dose Mínima Detetávei em 35 Radioensaios

( A ) e da Atividade Específica da Radioinsulina Referente a Sete Radiomarcações ( B ).

3 .1 .3- Prazo de Validade da Insulina-'' 51

A Figura 4 mostra, ao longo de 124 dias, o comportamento cinético da degradação

de três amostras da Insulina radioiodada e conservadas em temperaturas a - 2 0 C.
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DIAS DECORRIDOS
Figura 4 — Determinação da Concentração Químici de Três Amostras de Insul ina- ' J i l em Diferentes

Níveis de Radioatividade.

* -» amostra contendo inicialmente 230.000 cpm
(y -• amostra contendo inicialmente 110.000 cpm

* - amostra iodada fria ( I J S I - Insul ina)

* -* amostra contendo incialmente 60.000 cpm



As três retas exponenciais se ajustaram à equação C(t) = Coe" ' onde "t" representa
o tempo decorrido, 6 é a constante de degradação cujo valor médio foi de 0,0045, Co a concentração
•nicial e C(t) d concentração relativa ao dia "t" . De acordo com esse tipo de decaimento químico da con-
centraçSo, o prazo de validade pode ser estimado pela expressão:

Pv =
In I

(1)

onde: I é a fração indene da radioinsulina, isto é, da radioatividade total "T" somente a fração " I " cor-
responde a fraçffo imunorreativa.

Particularmente, adotamos como condição de validade o tempo em que o produto marcado
atinge o ni've! de 80% de sua integridade inicial e portanto mediante a aplicaçío da expressão11' o prazo
de validade da insulina é da ordem de 50 dias.

3.2 - Características do Anti-soro Anti-insulina Porcina Empregado

3.2.1 - Constante de Afinidade, Heterogeneidade do Anti-soro e Concentração Molar

B versus B/F =

A Figura 5 mostra o resultado gráfico da análise de Scatchard na qual associa a rarío
R/T*

— — — — permitindo dai inferir a constante de afinidade "K" e a concentração molar
I ~ B/T

"g" do anti-soro.

O comportamento nà~o linear da curva da Figura 5 sugere qua o ant-soro empregado deve
conter mais de um tipo de sitio de ligação.

1.0

0,5

0.1

o\

\

o \

14 20 26 32
BtMOL/LITRO)

— I —
38 44 (x10"12)

Figura 5 - Traçado da Curva de Scatchard d o Ensaio da Insulina Incubado a 4 ° C . 0 Sinal ' + '

Corresponde ao Valor Teórico Calculado a Partir dos Valores de K t , q t e K n q n Constantes

na Tabela i l . O Sinal ' x ' Corresponde ao Valor Experimenta).

<*) B/T á a i » 3 o do nívnl da rartioatividad* do complexo amicorpo-Insulina-12 I pala radioatividade lotai T «d.cio

nada. F correspondi a tração ó» Insulina- 3 ! l nSo ligsói 30 anlicorpo.
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0$ dados experimentais contidos na Figura 5 se ajustaram adequadamente ao modelo
analítico de dois tipos de sítios de ligação, expresso pela função.

BÍX

1-Bnr
(2)

representativo de duas populações de moléculas das quais uma específica e saturável e outra não especí-
fica e insaturável. Nesta equação Ki representa a constante de afinidade propriamente dita, "q, " a con-
centração molar das moléculas de anti-soro, [xj a concentração de insulina empregada no ensaio a
Koqn o produto representativo das ligações denominadas de "não-especi'fica""sv.

3.2.2 - Efeito da Temperatura na Capacidade Imunor ativa

A Tabela II mostra os resultados das constantes Ki a do produto Knqn da três
ensaios efetuados respectivamente a 4°C, 20°C, e 37°C, utilizando os mesmos reagentes. Os valores
de Ki mostraram-se comparáveis àqueles relatados em literatura18'. Desses dados infere-se que a
reação da insulina com o seu anti-soro é fortemente influenciada pela temperatura pois a diferença
da capacidade de ligação refletida pelo valor da constante K) foi ponderável. Como conseqüência,
sugere-se especial atenção quanto a manutenção da temperatura nas diversas fases da dosagem (perío-
do de incubaçío, centrifugaçáo).

Tabela II

Resultados da Constante de Afinidade K, do Sítio Especifico a do Produto
Knqn das Ligações não Específicas. Abaixo indica-se a Concentração

Molar Calculada do Anti-soro Utilizado na Reação

TEMPERATURA

4°C

20°C

37°C

CONSTANTE
DE

AFINIDADE
K, (l/mol)

86 x 10'

B4 x 10

30 x 10'

(NÃO ESPECIFICA)

47 x 10~3

65 x IO" '

59 x 10"3

Concentração do antiíoro = 23 x 10 inot/l.

Em virtude do elevado valor de Ki obtido à temperatura de 4°C frente as demais tem-
peraturas preferiu-se padronizar o protocolo do ensaio àquela temperatura (4 C). Na Figura 6 é demons-
trado o efeito da temperatura de incubaçao no comportamento da curva padrão dr> radioensaio. Como se
nota, as temperaturas rie incubaçao mais baixas yeram curvas-padrão mats fusíveis.

3.2.3 - Prazo de Validade

De acordo com experimento» ainda não corrpilado* a validada do anti-soro conservado
em congelador (aproximadamente -20 C) é de pelo menos 1 ano.

3.3 - Características dos Soros de Referência (padrões)

3.3.1 Exatidão

A Tabtria III mostra os multado» de concentração dos 6 soros de referência dosados
em três laboratório» conceituados.



I 10 25 5 0 100 2 0 0

CONCENTRAÇÃO D'-i INSUUNA (>»UI /ml )

Figura 6 - Efeito da Temperatura de l,icubaçã"o do Radioensaio no Comportamento do Traçado da
Curva Padrão. Em "A" Mostram-!» ai Curxai-padrSo Traçadas com Ordenada B/Bo% e em
"B" Traçadas com Ordenada B/T%.



10

Tabela I I I

Avaliação da Exatidão dos Soros de Referência (padrões). Laboratórios A e B Utilizam Reagentes

Preparados "in loco". Laboratório C Utilizou "kit" de Reativos Importado

PADRÃO

0

10

25

50

100

200

A

7

12

32

54

115

230

LABORATÓRIO

B

(jiUI/ml)

5

15

22

6G

02

189

C

2

8

27

47

118

212

MÉDIA ±

4,7

11.7

27,0

53,7

108,3

210,3

1 D.P. (C.V. %)*

MU»/ml>

t 2,5(54%)

t 3.5 ( 30% )

± 5,0 i 19% )

t 6.5 < 12%)

i 14,2(13%)

t 20,6(10%)

(•) D.P. = dsivio padrSo
C.V. % = coeficiente d* variação percentual

Esta tabela sugere que o nível de exajdão na preparação dos soros de referência é da
ordem de 10% a 30%, não descontando a variação interensaio.

3.3.2 - Prazo de Validade dos Soros de Referência

Os soros de referência conservados em congelador tem duração de pelo menos 4 meses.

3.4 - Valores de Normalidade

3.4.1 • Valores Basais

A Figura 7 mostra o histograms relativo a 26 indivíduos considerados normais amos-
trados em jejum. O valor médio é de 8 ± 6 /jUI/ml cuja faixa de normalidade basal é de 0 a 20^UI/ml
ao nível estatístico de P = 0.05.

3.4.2 - Teste Dinâmico Estimulado com Glicose

A Figura 8 mostra valores típicoi para o teste de estímulo com glicose (75 9 via oral).
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Figura 8 - Perfis de Concentrações Típicos da Prova d» Estímulo com Glicose. Resultados de dois
Casos.
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3.5 • Aspectos Metodológicos Gerais

3.5.1 - Presença de Anti-soro Anti-insulina no Soro a ser Dosado

Corn muita freqüência, pacientes diabéticos com medicação de insulina heteróloga ge-
ram anti-soro contra esta insulina 9 ) Este anti-soro, dependendo de sua concentração e da sua cons-
tante de afinidade, poderá interferir no resultado da insulina imunorreativa. Nesses casos, o "kit-ínsu-
lina" poderá ainda ser usado desde que se elimine a presença do auto-anti-soro endógeno. Algumas téc-
nicas podem ser utilizadas para esse propósito'^'12,14.19)

3.5.2 - Volume de Soro a ser Dosado.

A solução de Polietileno Glicol (PEG) a 20% utilizada como reagente promotora da
precipitação, do complexo antígeno-anticorpo necessita de uma quantidade mínima de soro para ser
capaz de realizar sua função.

O volume de dosagem sugerido, (100 pi) constitui-» em quantidade de soro adequada.
Volumes séricos menores do que 1 0 0 M1 poderão com promoter a precipitação. Quando se fizer neces-
sário diluir o soro com vistas de reduzir a quantidade de insulina, a nível compatível com os limites da
curvz padrão (entre aproximadamente 5 a 500jjUI/mli, tal diluição deverá ser feita utilizando-se soro
livre de insulina cuja obtenção é descrito no item 2.3.1.

3.5.3 - Efeito da Temperatura Durante a Incubação

Como se observa na Figura 6b ao se aumentar a temperatura de incubação diminui-se
o nível de liqação do complexo a:.tfgeno-anticorpo. Ao redimensionar o ensaio procurando recuperar os
níveis de ügação obtidos pela incubação a baixa temperatura tem-se que aumentar a concentração do
anti-soro, mas como conseqüência perde-se a sensibilidade da curva conforme se verifica na Figura 9.

Na Figura 10 comparam-se os resultados de 43 amostras dosadas simultaneamente,
nas temperaturas de 4°C, 20°C e 37°C.

Como se observa dessa figura, os resultados do ensaio com a incubação ã 4°C e à 20°C
apresentam razoáve correlação pois a maioria de seus pontos encontram-se espalhados em torno da reta
biss«triz (Relação ideal 4°C 8t 20°C).

Com a mesma conduta, observa-se que os resultados provenientes das incubações a
4°C e a 37°C já não mostram a qualidade da correlação entre 4°C e 20°C.

A Figura 10 sugere que ao se aumentar a temperatura de incubaçáo perde-se a quali-
dade de correlação frente aos resultados da incubaçío de 4°C. Em função dessas observações e daquelas
já mencionadas sobre a Figura 9 sjtcionouse a temperatura de 4°C como a mais indicada pari D radio-
ensaio da insulina.

3.5.4 Dose Mínima Significativa

0 nível mínimo da concentração sérica da insulina calculado segundo os conceitos de
Ekins131 e Rodbard e col . ' 1 6 ' 1 7 * '^ 1 é de aproximadamente 9/iUI/ml conforms dados da Figura 3a.

3.5.5 • Perfil de Precisão do Ensaio

A Figura 11 mostra o perfil te precisão intra ensaio e inter-ensaío.

Quando o ensaio é efetuado em tubos em duplicata, o nível de imprecisão das dosa-
gens referentes ao mesmo ensaio (intra-ensaio) ê da ordem de 10% na faixa de 20 a 140^UI/rnl. Por ou-
tro lado quando a amostra é repetida em diferentes ensaio» ou dias, a dispersão de seus resultados é da
ordem de 36% a 15% na faixa de 20 a 14.)/uUI/ml, conforme se infere das Figuras 11 e 12.
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4 - CONCLUSÕES

1 - O reageme marcado possui aproximadamente 0,5 átomo de ' 3 51 por molécula de insulina.

2 - A atividade específica da radioinsulina é de 196 - 33 ;iCi/pg.

3 - O prazo de validade da Insulina-1 l s l é de 50 dias.

4 O anti-soro empregado apresenta constante de afinidade igual a 85 i 13 x 10" ' I /mol
a 4°C.

5 - Seguindo-se o protocolo proposto a concentração molar do anti-soro na reação é de

20 ± 14pmol/1.

6 - A temperatura de incubaçâb apropriada é a da 4°C.

7 - A exatidão dos soros de referência (padrões) é de 10% a 30%.

8 - Os valores de normalidade a nível sérico basal t de 8 ± 6 | i U I / m l correspondente a fai-
xa de 0 a 20fiUI/ml ao nível de tt = 0,05.

9 - A imprecisão dos resultados de um mesmo ensaio (imprecisão intra-ensaio é de aproxi-
madamente de 10% na faixa de concentração de 20 a 140fxUI/ml.

10 - A imprecisão dos resultados de dosagens efetuados em diferentes dias (imprecisão irv
t°rensaio) é de 36% a 15% na faixa de 20 a 140/iUI/ml.

11 - O nível de dose mínima detectável é de aproximadamente 9,0 ± 4.3 nUI/ml.
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