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CARACTERISTICAS E NORMAS TECNICAS DO CONJUNTO DE REATIVO
(“kit”) PARA O DOSEAMENTO DE INSULINA HUMANA, -
POR RADIOIMUNOENSAIO

Carlos Henrique Mesquita, Constancia Pagano Gongalves Silva e Margarida Mizue Hamada

RESUMO

Descrevernse as caracreristicas metodoidgicas do conjunto de reativos para a dosagem ds inmulina por radioi-
munoensaio prepsrado no IPEN-CNEN/SP.

rnram avaliaJos suscintamente: a atividade especifica da insulina-”’l, a constants de afinidisde .. de rescio
antigeno-anticorpo, a Comparag3o entre dois procedimentos Jde purificagdo Ca radicinsulina, a dose ménima deteciuvel
pelo radioimunoensaio, a cinética de degradacdo da radioinsulina imunorreativa, o perfil de precisio do ensaio, o sfeito
da temperatura de incubacdo no desempenho do radioensaio @ os valores de normalidade.

THE INSULIN RADIOIMMUINOASSAY kit PREPARED BY IPEN-CNEMN/SP

TECHINICAL SPECIFICATIONS

ABSTRACT

The speacifications and methodologicals aspects of the insulin radioimmunoassay kit produced by
IPEN -CNEN/SP are described.

The limitations, taking care and the followings quality control parameters or procedures are discussed:
specific radioactivity, comperison between two insubin-' 25§ purification procedurss, atfinity consisnt K’ of the
antigen-antibody reaction, minimal detectable dose {MDD), kinetics degradation of the radioinsulin, redicassay impre.
cision profile, radioassay performance temperature dependence and normal values histogram,

1 - INTRODUGAO

A dosagem do nfvel sérico da insulina tem sido utilizada com muita freqiéncia na diagnose e
pesquisa médica moderna.

Dentre as técnicas mais utilizadas para a3 quantificagdo da concentracio de insulina, o
radioimunoensaio (RIE) tem sido preferido devido a sua extrema simplicidade operacional e qua-
lidade metodolégica“).

Tradicionaimente, Instituto de Pesquisas Energéticas e Nuclezres, CNEN/SP temn-se destacado
como uma das principais instituicdes do pais na difusio da metodologia dos RIE!7.13.20.22) Negse



sentido, propusemo-nos a ampliar esta contribuicdo mediante a produc3o dos reagentes bésicos naces-
sarios para o doseamento da insulina, viabilizado na forma de conjuntos de reativos ou “kit”.-

O propdsito deste trabalho é relatar as caracteristicas metodologicas do “kit-insulina”, os cuida-
dos especiais na sua utilizagdo e descrever suas limitagoes.

2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Insulina='3%1

2.1.1 - Marcacio da Insulina com 135}

A insulina é radioiodada pelo método subestequiomsétrico da Cloramina T descrito
por Freychet e co!ld}, Apenas marcagdes com rendimentos superiores a 60% sio utilizadas para forneci-
mento.

2.1.2 - Purificagdo da insulina="2%}

O substrato marcado com 2% foi purificado em:

a) Coluna cromatografica de dimensdao 1 x 30 cm (didmetro, altura) preenchida com
sephadex G-50 fino (particulas tamanho 20-80ym)‘7”.

b} Coluna com dimensdes 0,7 x 4 cm (didmetro, altura) de celulose Whatrnan CF 11
{medium lenght Libres, ash max 0,015%) de acordo com Yalow e Berson!)). Uma
pequena aliquota de insulina purificada por este processo é cromatografada em uma
coluna de sephadex G-50 para a avaliagdo do seu grau de pureza, utilizandose o
mesmo procedimento do item “a” acima descrito. A seguir a insuiina-'2%1 & di-
luida em Tampdo Veronal 0,05M pH 8,6 com 0,33% de soro albumina bovina {BSA)
de modo a se obter a radioatividade volumétrica de aproximadamente 2,4 x 108
epm/mi e conservada no congelador (-20°C).

2.1.3 - Determinagio de Atividade Especitica da Insulina-'3%|

A atividade especifica do produto marcado é determinada pelo método do auto des-
tocamento descrito por Morris! 11/,
2.2 - Anticorpo Anti-insulina
2.2.1 - Produgdo do Anti-soro Anti-insulina

O anti-soro, anti-insulina foi preparado sequndo, 0s procedimentos descritos por

{23) & utilizado no radicimunoensaio na dilvigdo final de 1 :150000.

Yalow
2.2.2 - Antisoro Utilizado nos Ensaios

QO anti-soro foi dilufdo em Tamp3o Veronal 0,05M pHB8,8 + 0,33% de BSA, numa
diluigio de 1:50 000 e conservado a -20°C.

2.3 - Soros de Referéncia (Padrdes)

2.3.1 - Preparacdo da Mistura de Soros Himanos Isenta de insuiina (Soro STRIP)



Na preparacdo de soros de referéncia (pedrdes) utilizou-se uma mistura de soros hu-
manos {’pool”), selecionados de pessoas consideradas normais, na qual extraiu-se a insulina presente.
A extragao d= insulina endogena foi realizada utilizando-se carvao ativado, segundo a técnica descrita
por Heyns's).

2.3.2 - Preparacdo de Solugdes Séricas Concentradas de Insulina
Solugdo a: é preparada a partir da insulina cristalizada, mediante o seguinte protocolo:

Pesar 1000 ug da insulina porcina cristalizada
Adicionar 50 ul de solugao de HC! 1IN

Completar volume para 1000 gl com dgua destilada
Concentragdo final = 25 x 10° pu/mi.

Solugio f:

Aliquotou-se 51 da solugdo a e diluiuse em 12,5ml de soro “‘strip”. A concentra-
cdo tinal da solugio [ corresponde a 10°* pU/mi'").

2.3.3 - Preparacdo dos soros referenciais para definir a curva de dose resposta {curva padr3o).

Soro referéncia 200 ui/mi

Solugio B ............. 200 ul
Soro “STRIP”...... q.5.p. 10ml

Soro referancia 100 pUN/mi

Solugdo B............. 100 ui
Soro "STRIP. ... .. qs.p 10mi

Soro referéncia 50 2UNm)

Solugio B ...... ... 50 g
Sore “STRIP"...... g:s.p. 10 mi

Soro referéncia 25 uUl/mi

Solugdo B.............. 25 ul
Soro “STRIP”...... qs.p 10mi

Soro referéncia 10 uUI/mi

Solugdo B ............. 10 ui
Soro “STRIP” .. ... q.s.p 10ml

Soro referéncia 0 uUN/m)
Utilizou-se o préprio soro “STRIP”.

A seguir dividiu-se o conteido de cada frasco em aliquotas de 1 ml (2 mi de soro referéncia de
0 pgUI/ml} e foram conservados a - 20°C.

2.3.4 - Caracterizacao dos Valores de Normalidade

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

("} HUI/mI - Unidade de concentrac3o da insulina que representa Micro Unidades Internacionais por Whlilitro.
Terminolngia inada palos protfissionais do dres,



Para dois destes 26 individuos acima referidos foram administradas 75 g (via oral) de
glicose e colheram-se amostras nos seguintes tempos ap0s ingestd. .0 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 encontrase esquematizado na
Figura 1.

r
) n i
SORO REFERENCIA
NSB: SEM ANTICOROPO { Padroes ) AMOSTRAS
Identificar dois tubos para identificar para cada soro re- identificar para cada amos-
o controle do ““8ranco” da feréncia (@ a 200 pUl/ml) tra dois tubos respectiva-
reay3o0. dois tubos respectivamente. mente.
Em cada tubo adicionar Em cada fubo adicionar Em cada tubo adicionar
100 i do soro referéncia 100 4t do respectivo soro- 100 4t dos respectivos so-
O uUl/ml, referéncia padrdo. ros amostras.

Em cada tubo adicionar
1Wut de H;0 destilada.

Em cada tubo adicionar
100 u§ do antisoro  anti-
-insulina.

-
Em cada tubo adicionar
100 ui da insulina—?251,

*
Agitar suavemente.

v
M dir a radioarividade de
cada tubo durante 1 min.

!
Incubar & temperatura de 4°C durante 12— 18 hs.
i

Adicionar 1 n;ﬁ de solugio de Polietileno Glicol (PEG)
Agitar suaven%enta.
Centrifugar d?rante 20 min, a 2000 rpm.
Aspirar o so'o;renadame cuidadosamente (descartd-io).
Mensurar a radioatividade do precipitado de cada tubo.
(*1 NS representa o nivel de ligagdes ndo espacificas Gue ocorrem entrd a inwuling indepsndentemanta da participa-

<o da anti-soro.
Figura 1 — Protocolo Geral do Radioimunoensaio do "kit” Insulina.

2.5 - Processamento dos Dados

Os cllculos relativos a avaliagdo da atividade especifica da insulina—'”l, da andlise de
Scatchard!'® isto & caracterizagio das constantes: K, q e K,q, definidas no item 3.2.1, da dose mini-
ma significativa, dos perfis de precisdo e dos cimulados para diferentes ternperaturas foram processados

em computador 1BM/370 utilizando-se o sistema GARLA'?.10) disponfvel no Departamento de Procss-
samento Je Dados do Instituto de Pesquisas Erergéticas e Nucleares — CNEN/SP.



3 - RESULTADOS E COMENTARIOS

3.1 - Caracteristicas da Insulina-'2%}

Os dados a seguir reunem os resultados do comportamento da radioinsulina purificada em co-
juna 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 purificacdo em coluna de celulose CF 11.
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Figura 2 — Radiocro.natogramas de Extratos Marcados de Insulina-'2%1.

Como se observa, a insufia-'2%| puriticada em celulose é praticamente pura pois a fragio
indene correspondeu a quase totalidade da radioatividade frente daquela denominada “‘danificada’ e a
do '*%I-livre.

A Tabela} reine dados comparativos de parimetros do radioimunoensaio caiculados a partir
das duas fontes de radioinsulina: purificada em sephadex e em celulose. Os resultados desta tabela apon-
tam a purifice¢do pela celulose como a mais adequada pois, com esse processo obteve-se indice mais ele-
vado da capacidade de ligagdo {Bo/TH"), constante de afinidade “K* mais elevada sem comprometer o
desempenho geral dos demais parametros.

Tabela |

Anéalise Comparativa das Caracteristicas da Radioinsulina-' 2%t Purificada em
Sephadex G-50 e em Celulose CF 1)

PARAMETRO PURIFICACAO
SEPHADEX CELULOSE
Atividade especifica 253 Ci/g 229 Ci/g
Constante de atinidade K 38 x 10° L/Mol 48 x 10° L/Mol
Bo/T 27% 37%
NSB (ndo especifico) 5% 5%
*50%(" ") 30 uwUl/mi 40 vUi/mi
___Inclinacio da curva {Slope’) 0,95 10

{*) Bo/T e a razdo do nivel da radioatividede do complexo anticorpo-insuline 123, pela radioatividade totsl T
da insutina='2%) adicionada no tubo de reacdo, n2 auséncia de insulina fria {padrao 0).

" *) *s50% representa a concentracdo do hormdnio frio necessdrio para deslocar o velor de B/T ao nivel de 50%
do inicial {Bo/T).



3.1.2 - Atividade Especitica da Insulina—'2%1

A Figura 3b mostra os resultados da atividade especffica da Insulina='2%] |;r|arcada.
em sete ensaios. O valor médio dagueles resultados foi de 196 * 33 Ci/g. Esse valor permite-nos estimar
que a incidéncia de dtomos de 125 por molécula de insulina ¢ da ordem de 0,5 '?*I/molécula, indican-
do-se que a atividade especifica da insulina fornecida & de no minimo 130 Ci/g e ro méximo 260 Ci/g. -

VALOR ME'DIO,tj
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Figura 3 — Estudo Sistematico ao Longo de 220 Dias da Dose Minima Detetdvel em 35 Radioensaios
( A ) e da Atividade Especifica da Radioinsufina Referente a Sete Radiomarcacdes { B ).

3.1.3 - Prazo de Validade da Insulina-'?%)

A Figura 4 mostra, a0 longo de 124 dias, o comportamento cinético da degradagio
de trés amostras da Insulina radioiodada e conservadas em temperaturas a -20°C.
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Figura 4 — Determinacdo da Concentragdo Quimica de Trés Amostras de Insutina-'2*1 am Diferentes
Niveis de Radioatividade.
® —+  amostra contendo iniciaimente 230.000 cpm
@ -+ smostra contendo inicialmente 110.000 cpm
® —  amostra iodada fria (*2%1- Insulina)
@ -~ amostra contendo incialmente  60.000 cpm



As trés retas exponenciais se ajustaram 3 equagdo Clt) = (.30»‘6t onde “'t* representa
o tempo decorrido, & é a constante de degradacdo cujo valor médio foi de 0,0045, Co a concentracio
iniciat e C{1) s« concentragdo relativa ao dia “t*’. De acordo com esse tipo de decaimento quimico da con-
centragho, 0 prazo de valdade pode ser estimado pela expressdo:
In 1

Py = . : 1))

onde: | é a fracdo indene da radioinsulina, isto &, da radioatividade total *T* somente a fraglo I cor-
responde a fracdo imunorreativa.

Particularmente, adotamos como condigdo de validade o tempo em gque © produto marcado
atinge o nrve! de B0% de sua integridade inicial e portanto mediante a aplicacdo da express&o“) 0 prazo
de validade da insulina é da ordem de 50 dias.

3.2 - Caracteristicas do Antisoro Anti-insulina Porcina Empregado
3.2.1 - Constante de Afinidade, Heterogeneidade do Antisoro ¢ Concentracdo Molar
A Figura 5 mostra o resultado grdfico da andlise de Seatchard na qual associa a razfo
B/T"

1-8/T
‘‘q" do antisoro.

B versus B/F = permitindo da¢ inferir a constante de afinidade “K” e a concentragdo molar

O comportamento ndo linear da curva da Figura 5 sugere que o ant-soso empregado deve
conter mais de um tipo de sitio de ligagdo.
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Figura 5 ~ Tracado da Curva de Scatchard do Ensaio da Insulina Incubado a 4°C. O Sinal " +°
Corresponde ao Valor Tedrico Calculado a Partir dos Valores de Ky, q; e ann Constantes
na Tabela i1. O Sinal ‘' x ' Corresponde a0 Valor Experimental.

{*) B/T é a razdo do nfvel da radiostividade do compiexo amicorpo-lmulina-'"l pela radioatividadw total T adicio
nada. F corresponde a Macio da ln!u)ina-”sl n3o ligada a0 anticorpo,



Os dados experimentais contidos na Figura 5 se ajustaram adequadamente ao modelo
analitico de dois tipos de sitios de ligagdo, expresso pela fungdo.

B/T Kya
= + K 2
1-8B/T 1+K.[x].(1 -BM) nn : 2

representativo de duas populagOes de molécufas das quais uma especifica e saturdve! e outra ndo especi-
fica e insaturdvel. Nesta equacdo K; representa a cunstante de afinidade propriamente dita, g, *’ a con-
centracdo molar das moléculas de antisoro, [x] a concentracio de insulina empregada no ensaio e
K4, 0 produto representativo das ligagdes denominadas de “nao-especitica{i®’,

3.2.2 - Efeito da Ternperatura na Capacidade lmunor. -ativa

A Tabela | mostra os resultados das constantes K; e do produto K q, de trés
ensaios efetuados respectivamente 3 4°C, 20°C, e 37°C, utilizando os mesmos reagentes. Os valores
de K, mostraram-se compardveis dqueles relatados em literatura'®, Desses dados inferese que a
reacdo da insulina com o seu anti-soro é fortemente influenciada pela temperatura pois a diferenga
da capacidade de ligagio refletida pelo valor da constante K; foi ponderdvel. Como conseqiéncia,
sugere-se especial atengdo quanto 3 manutencio da temperatura nas diversas fases da dosagem (perfo-
do de incubacio, centrifugagso).

Tabela 1}

Resultados da Constante de Afinidade K, do Sitio Especifico e do Produto
K.a, das Ligacbes ndo Especificas. Abaixo indica-se a Concentragao
Molar Calculada do Anti-soro Utilizado na Reacdo

CONSTANTE K
TEMPERATURA DE nn
AFINIDADE (NAQ ESPECIFICA)
Ki (}/mol)
a8°c 88 x 10° 47 x 107°
20°C 84 x 10 65 x 1073
37°c 30 x 10° 59 x 1073

Concentragdn do antisora = 23 x 1072 inov/).

Em virtude do elevado valor de K, obtido a temperatura de 4°C frente as demais tem-
peraturas preferiu-se padronizar o protocolo do ensaio aquela temperatura (4°C). Na Figura 6 & demons-
trado o efeito da temperatura de incubagdo no comportamento da curva padrae dn radioensaio. Como se
nota, as ternparaturas de incubacdo mais baixas geram curvas-padrdo rnais sensiveis.

3.2.3 - Prazo de Validade
De acordo com experimentos ainda ndo compilados a validade do anti-soro conservado
em congelador {(aproximadamente -20°C) é de pelo menos 1 ano.
3.3 - Coracter(sticas dos Soros de Referéncia (padrBes)
3.3.1 - Exatid3o

A Tabeia HHl mostra os resultados de concentracdo dos 6 soros de referéncia desados
em trés laboratdrios conceituacos.
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Tabela 11}

Avaliacjo da Exatiddo dos Soros de Referéncia (padres). Laborarbrios A e B Utilizam Reagentes
Preparados "in loco™. Laboratério C Utilizou “’kit” de Reativos Importado

LABORATORIO
PADRAO MEDIA £ 1 D.P. (C.V.%)*
A | s c
{ mUI/m) ) { pUVmb)
( pUb/mi)
0 7 5 2 47 £ 25(54%)
10 12 15 8 - 11,7 = 35(30%)
25 - ¥ 22 27 270 £ 50(19%)
50 ' 54 66 47 537 t 65(12%)
100 115 92 118 1083 = 18,2 (13%)
200 230 189 212 2103 t 206 (10%)
|
|

{*} D.P. = dssio padrio
C.V. % = coeficiente de variacio percentual

Esta tavela sugere que o nivel de exaiiddo na preparagdo dos soros de referéncia é da
ordem de 10% a 30%, nio descontando a variagdo interensaio.

3.3.2 - Prazo de Validade dos Soros de Refsréncia

Os soros de referéncia conservados em congelador tem duragao de pelo menos 4 meses.

3.4 - Valores de Normalidade
3.4.1 - Valores Basais
A Figura 7 mostra o histograma relativo a 26 individuos considerados normais amos-
trados em jejum. O valor médio é de 8 £ 6 uUl/mi cuja faixa de normalidade basal é de 0 a 20 pUV/mi
a0 nivel estatistico de P = 0.05.

3.4.2 - Teste Dinadmico Estimulado com Glicose

A Figura 8 mostra valores tipicos para o teste de estimulo com glicose (75 g via oral),
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3.5 . Aspectos Metodolégicos Gerais
3.5.1 - Presenga de Anti-soro Anti-insulina no Soro a ser Dosado

Com muita freqiiéncia, pacientes diabéticos com medicagdo de insulina heterbloga ge-
ram anti-soro contra esta insulina'?9). Este antisoro, dependendo de sua concentrag3o e da sua cons-
tante de afinidade, poderd interferir no resuitado da insulina imunorreativa. Nesses casos, 0 “'kit-insu-
lina" podera ainda ser usado desde que se elimine a presenca do auto-anti-soro enddgeno. Algumas téc-
nicas podem ser utilizadas para esse proposito!2.5.12.14.19)

3.5.2 - Volume de Soro a ser Dosado.

A solucdo de Polietileno Glicol (PEG) a 20% utilizada coma reagente promotora da
precipitacio, do complexo antigeno-anticorpo necessita de uma quantidade minima de soro para ser
capaz de realizar sua fun¢do.

O volume de dosagem sugerido, {100 ul) constituis@ em quantidade de soro adeguada.
Volumes séricos menores do que 100 ul poderdo compromoter a precipitacio. Quando se fizer neces-
sério diluir o soro com vistas de reduzir a quantidade de nsulina; a nfvel compativel com os limites da
curve padrdo (entre aproximadamente 5 a 500 pUl/mij, 1al diluicio deverd ser feita utilizando-se soro
livre de insulina cuja obtencdo € descrito no item 2.3.1.

3.5.3 - Efeito da Temperatura Durante a Incubagio

Como se observa na Figura 6b ao se aumentar a temperatura de incubagdo diminui-se
o nive! de ligagiio do complexo a:.tigeno-anticorpo. Ao redimensionar o ensaio procurando recuperar os
niveis de !igacdo obtidos pela incubagcdo a baixa temperatura tem-se que aumentar a concentracio do
anti-soro, mas como conseqiéncia 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 incubacdo 3 4°Cea 20°C
apresentam razoave correlacdo pois 3 maioria de seus pontos encontram-se espaithados em torno da reta
bissetriz {Relagdo ideal 4°C & 20°C).

Com a mesma conduta, observa-se que os resuitados provenientes das incubacdes a
4°C e a 37°C j4 n3o mostram a qualidade da correfagio entre 4°C e 20°C.

A Figura 10 sugere que ao se aumentar 3 temperatura de incubacfo perdese a quali-
dade de correlagdo frente aos resultados da incubacio de 3°C. Em funcio dessas observacdes e daquelas
j4 mencionadas sobre a Figura 9 sulecionou-se a temperatura de 4°C como a mais indicada para o radio-
ensaio da insulina,

3.5.4 - Dose Minima Significativa

0 nivel minimo da concentragdo sérica da insulina calculado segundo 0s conceitos de
Ekins'® e Rodbard e col {16171 & de aproximadamente 9 uUl/mi conforme dados da Figura 3a.

3.5.5 - Perfil de Precisdo do Ensaio

A Figura 11 mostra o perfil (e precisdo intra-ensaio e inter-ensaio.

Quando o ensaio & efetuado em tubos em duplicata, o nivel de imprecisao das dosa-
gens referentes a0 mesmo ensaio (intra-ensaio) & da order: de 10% na faixa de 20 a 140 uUl/mi. Por ou-
tro lado quando a amnstra é repetida em diferentes ensaios ou dias, a dispersao de seus resultardos é da
ordem de 36% a 15% na faixa de 20 a 14J0uU)/m), conforme se infere das Figuras 11 e 12,
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4 - CONCLUSOES
1 - O reagente marcado possui aproximadamente 0,5 stomo de ' 2 %1 por molécula de insulina.
2 - A atividade especifica da radioinsulina é de 196 = 33 uCi/ug.
3 - O prazo de validade da Insulina-'%%l & de 50 dias.

4 - O anti-soro empregado apresenta constante de afinidade igual a 85+ 13 x ‘I_O" | /mol
a 4°C.

5 - Sequindo-se o protocolo proposta a concentracao molar do anti-soro na reagio & de
20 + 14 pmol/1.

6 - A temperatura de incubacio apropriada é a de 4°C.
7 - A exatiddo dos soros de referéncia (padrdes) & de 10% a 30%.

8 - Os valores de normalidade a nivel sérico basal é de 8 *8 ulii/mi correspondente a fai-
xa de 0 a 20 uUl/ml ao nivel de a = 0,05.

9 - A imprecisdo dos resultados de um mesmo ensaio (imprecisdo intra-ensaio é de aproxi-
madamente de 10% na faixa de concentracio de 20 a 140 uUl/m\.

10 - A imprecisdo dos resuitados de dosagens efetuados em diferentes dias (imprecisdo in-
ter-ensaio) & de 36% a 15% na faixa de 20 a 140 pU)/ml.

31 - O nivelde dose minima detectavel é de apraximadamente 9,0 * 4.3 uUl/mi,
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