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PREPARO DE RADIOINSULINAS PARA RADIOIMUNOENSAIO: COMPARACAO
ENTRE O METODO CLASSICO DA CLORAMINA-T E LACTOPEROXIDASE"

Heidi Pinto, Bernardo Léo Wajchanberg, Iracélia T. T. Souzs,
Antonio Carlos Lerfrio ¢ Rdmulo Ribeiro Pieroni

Descravermos squi um estudo reslizedo em -nosess isboratérios, utilizendo lactopsroxidess ¢ Cloramine-T pare
radiciodeco ds insuline, de modo a obtermes ensaios mais sensiveis e Ins- 1251 melhor imunorestive. A mesme
quantidade de insuiina de POrco, 4 g, aitamente purificada, reagiu com 2 1 da 1251 (1 mCi) pes:

1 — O miétodo clissico da Cloramina T de Hunter & Greenwood;
2 — O método enzimético de Thoreil, modificado.

No primeiro caso a8 quantidade de agente oxidante foi de 1 Lg/ ng de insulina de porco; NO seguUNdo caso,
utilizamos 25 g de lactoperoxidsse/4 Lg de insulina de porco, sendo .que a ativagio da enzime foi feita com a adigio
de 300 ng de igua oxigensda, duss vezes, em intervaios de 2 minutos.

Apds a iodagio utilizemes carviio-dextrana para o teste de rendimento de mevcagic ¢ NOtamos que houve ume
incorporaciio de 50% do redioiodo adicionsdo, em ambos os métodos.

A purificagdo foi feita utilizando-se um sistema duplo “gel de amido e gel Sephadex’’ @ um sistema simples de
BioGel P-80. Forem feitos ensaios para testar imunoreatividade da insuling marceda ¢ #pds 3 dias de incubagio a releclo
B/F {Ag-Ab/Ag) foi cerca de 50% mais aita para a insulina iodads pelo método enzimético ¢ purificads no sisteme
duplo, chegando-se @ 99% de “‘pureza” do hormédnio.

As curvas dose-resposta, mostraram maior sensibilidade e precisio para a Ins-1251 marcade com lectopercxidase
e purificads no sistema duplo, dando methor descriminagdo para niveis de hipoinsulinemis.

INTRODUGAO

Atualmente, proteinas marcadas com iodo radicativo tém sido amplamente usadas em estudos
bieguimicos.

A Cloiamina-T é o agente oxidante mais usado para a substituigio de iodo radioativo na
moléculs da insuline!2), podendo provocar danos estruturais e superiodagio @ molécula.

Recentemente, virios autores tem empregado lactoperoxidase para a iodacdo de proteinﬂ“'e'.
pois além de oxidar o iodeto a “iodo ativo”’, tem a vantagem de especificamente incorporar o halogénio
204 radicais tirosila da molécula.

Com a finalidade de se obter radioinsulinas, com reatividade imunolbgica adequada, avaliade
pela fixacdo 80 excesso de antisoro especifico, comparamos os dois diferentes métodos de marcagio,
bem como duas diferentes técnicas de purificacdo, considerando a "‘pureza’” final do hormdnio iodado
bem como a sua imunoreatividade.

{*} Trabetho efetuado no C.A.B.R.R, Area de Apticecies Médicas de Radiois6topos & de Radiscsas do instituto de
Energia Atdmica, Cidade Universitaria Armanao Salles e Oliveiras, S3o Paulo, SP.



Estes métodos foram avaliados no estudo de valores baixos da insutinemia (hipoinsulinemia)
durante a sua queda em hipoylicemias induzidas por dlcoolt”).
MATERIAIS E METODOS

1} tnsutina de porco recristalizada seis vezes (Lilly Research Labs., USA)

2) Radiciodo, na forma de Na-'251 da Hoechst A.G., iivre de carreador, sem agentes redutores
A atividade especifica requerida, foi de no minimo 200 mCi/mi

3) BioGet P60 {100-200 mesh), foi obtido da BioRads Labs., Los Angeles, USA.

4} Anticorpo anti-insulina foi obtido, em nossos laboratdrios, em cobaios imunizados contra
insulina de porco e adsorvido com glucagon.

5} Lactoperoxidase, foi obtida da Calbiochemical Co., USA e preparada como uma solucdo
estoque de 5 ug/ ul em tampdo fosfato 0,05 M pH 7.5 e estocada a -20°C

6) Perdxido de hidrogénio 30% (Perhydrol "}, obtido da Merck A.G.

7} Amido hidrolizado, obtido dos Labs. Connaught, USA.

1 — Radioiodagiio Enzimética da Insulina de Porco (Porcina).

A seagdo foi realizada a temperatura ambiente {25°C) em tubos de polietiteno (11 x 68 mm)
sendo os reagentes adicionados, na seguinte ordem:

4 ug de Insulina de porco (1 ug/ uh

20 ui de tampao acetato 0,4 M pH 5,6

2 ut de Na-'25} (1 mCi)

}

)

5t de Lactoperoxidase (5 ug/ ul)

1

5 ul de H, 0, (300 ngl adicionados duas vezes, em intervalos de 1 minuto

t

100 u} de inibidor enzimatico, que é uma solugdo contendo 16% de sacarose (p/v), 1% de
Ki {p/v), 0,02% de NaN; (p/v) e 0,1% de soro albumina bovina (BSA) (p/v}.
2 -- Radiotodacio da Insulina de Porco pslo Método da Cloramina T
O método da Cloramina T foi modificado, em nossos laboratdrios, com a redugdo da
quantidade de agente oxidante (1:qg Cloramina T/,.9 de Insulina), para diminuir a superiodagdo e a
oxidacao molecular. Os reagentes foram adicionados como segue:
— 4 ug de Insulina de porco (1 ug/ ul)

— 20 ul de tampdo fosfato 0,5 M pH 7.6

— 2ul de Na-125} (1 mCi)



— 4 ug de Cloramina T {26,5 mg/10 mi de PO, )
— 25 g de Metabissultito de sodio (52,5 mg/10 mi de PO, )
— 40 ¢l de plasma de Banco de Sangue, corado com azu! de bromofenol (“plasma azul’™’).

A reagdo foi realizada a 4°C em tubos de vidro (11 x 68 mm) e os reagentes colocados em
intervalos de poucos segundos.

Uma eiiquota das misturas de iodagdo, obtidas por ambos os métodos, foi usada para testar-se o
grau de rendimento da marcacio (percentual de incorporagio de 1251 3 molécula de insulina) e o seu
contedo de insulina indene, pelo teste de adsorgio ao carvao dextrana.

3 — Purificagio da Insulins-12%]

Para purificar a preparacio de hormonio marcado, a fim de livrd-lo dos componentes
danificados e 1251 livre, ndo reativo, utilizamos dois sistemas:

3.1 — Eletroforese em gel de amido seguida por cromatugrafia em coluna de exclusdo molecular
(Sephadex G-50).

O gel de amido foi preparado pelo método de Smithies!5:6), usando amido hidrolizado
Connaught. Como vemos na Figura 1, a autoradiografia do gel de amido mostrou trés zonas distintas,
adiante do “plasma azul’’, em dire¢io a0 anodo, sendo a mais catddica denominada zona 1 e a mais
anbdica, zona 3. Esta purificaglo separu as Ins-125] pelo grau de iodagdo, pois cads étomo de radioiodo
substituido a molécula confere uma carga negativa a mais, dai as insulinas contendo radicais tirosila
disubstituidos (DIT) se localizarem preferentemente na zona 3 enquanto as menos iodadas (MIT) se
encontrarem na 2ona 1, que também apresenta uma concentragao maior de insulina ndo radioativa,
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Figura 1 — Esquema de autoradiogrefia de Insulina-125) em placa de gel de amido, apés corrida
sletroforética (12 hs., 100 voits) tampdo borato 0,3 m, pH 8,1. :



Apbs escolhida a zona 2 (pela menor quantidade de insulina ndo radioativa @ menor propor¢io
de DIT-insulinssl, o horménio marcado foi extraido do gel de amido e purificado em coluna de
Sephadex G-50, previamente estumescido e equilibrado em tampdo veronal 0,025 M, pH 8,6. Quando
compactada, a coluna de gel foi lavada com ‘‘veronal albumina” (soiucdo tampdo de veronal 0,025 M
pH 8,8 contendo 2,5% de soro albumina humana). A velocidade de fluxo foi regulada para 3 mi/hora e
foram colhidos eluatos de 1 ml. Usou-se como padrio de eluicdo a albumina humana corada com azui de
bromofenol, podendo-se notar no “‘perfi! de eluicdo” que a insulina indene foi colhida logo apds as
albuminas humanas coradas de azul, as quais contém o0s elementos danificados durante a marcacdo.

Na Figura2 estdo indicadas as Insulinas-1251 marcadas com lactoperoxidase e Cloramina T,
purificadas no sistema duplo ““gel de amido e gel de Sephadex’’.
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Figurs 2 — PurificagSo da Ins-125marcada pela Lactoperoxidase e Cloramina-T, em coluna de exclusio
molecular de Sephadex G-50, ap6s prévia separacdo em eletroforese em gel de amido (zona 2).

3.2 — Purificagio em Filtraclo em BioGel P-60 (100-200 mesh)

O BioGel P-80 foi entumescido em &gua por 72 horas, compactado em coluna de20x 1cm e
lavado com “‘veronal-albumina’’. Uma aliquota da mistura de iodacdo, com lactoperoxidase, foi colocada
no gel & elufda, colhendo-se fracdes de 1 mi cada e mantendo-se a velocidade de fluxo de 3 mi/hora, Na
Figura 3, temos o perfil de eluigio da Ins-'25] em BioGel P-80, notandose 3 picos de radiostividade 0s
quais correspondem, respectivamente, aos componentss danificados qgue migram junto as proteinas
plasméticas (eluatos 4 a 8); radioiodoinsulinas com alto grau de “‘pureza’’ (eluatos® a 11) e 1251 livre,
ndo reativo (eluatos 12-16).

4 - Imunorestividade das Radioiodoinsulings

Os testes foram feitos simultaneamente entre as insulinas iodadas pela Cloramina-T e
Lactoperoxidase, utilizando-se antisoro antiinsulina, preparado em cobaios, nas diluicdes 1:100000,
1:200000 e 1:400000, sendo as incubacBes realizadas a 4°C por trés dias, realizendo-se testes difrios para
controle do comportamento fisico-quimico e imunolégico das Insulinas-1254,
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Figura3 — Perfil de eluicio da Insulina-1251, marcada com Lactoperoxidase (pH 5,6) em coluna de
Bio Gel P-60 {1 x 20 em).

5 — Curvas Dosa-Resposta para 0 Ensaio de Insulina (Tabela }i)

Trés curvas dose-resposta de insulina (Figura 4) foram realizadas mantendo constantes a diluicio
do antisoro (1:400000), a concentracdo do horménio padrio (0,01 a 1,00 ng/mi), tempo de incubacdo e
método de separagio do complexo Ag-Ab do Ag livre ndo reativo. A GUnica varidvel foi a Ins-125}
marcada e purificada em métodos diferentes, mas com um total de radioatividade de 1000 cpm/mi ou
20 pg/ml.
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Figura4 — Curvas Dose-Resposta de Insutina-' 25| marcada com Lactoperoxidase e Cloramins-T,



Para a dosagem de insulina nos casos de hipoinsulinemia ou seja insulinemia basal, a diluigdo do
anticorpo foi de 1:2000000 e o total de radioatividade adicionado foi de 500 cpm/ml ou 10 pg/mi

(Figuras 5 e 8).
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Figura 5 — Curva-Padrdo de Insulina marcada com Cloramina-T.
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Figura 8 — Curva-PadrBo de Insulina marcada com Lactoperoxidase.



RESULTADOS

Radioiodagdo: Na Tabela 111 podemos ver que a eficiéncia de incorporacio de radioiodo &
molécula de insulina foi andloga em ambos os métodos. Entretanto a imunorestividede foi maior
usando-se 0 método enzimdatico, bem como a sensibilidade da curva dose-resposta (Tabela I1).

Purificagdo: Notamos na Tabela | que o método de purificagio, ou seja, separacio do
horménio-125| indene dos componentes danificados e 1251 é tao importante quanto o método de
marcagio. Com efeito, a Ins-125| preparada pelo método enzimitico e purificads no sistema duplo
(Figura 2) ¢ bem mais pura e imunoreativa do que aguela marcada pelo método enzimidtico e purificada
no sistema simples de filtracdo em coluna de BioGel P-60. Além disso, podemos notar que a
radioiodoinsulina preparada pelo método enzimiético e purificada nos dois sistemnas, apresenta maior
nuimero de eluatos com alta concentragdo de horménio indene.

Controls de qualidede do hormbnio marcado: Yodas as etapas de marcagdo e purificacio foram
controladas utilizando-se para isso o teste de adsorcdo do radiohormdnio livre a0 carvio-dextrans, para
acompanharmos a integridade molecular, ou seja, a guantidade de hormdnio marcado que foi danificada
durante a incubagdo, sendo que no caso da insulina, ndo deve ultrapassar 15%, pois a fracio danificada
fica induida juntamente com o complexo Ag-Ab, no sobrenadante do sistema carvdo-dextrana.

Estudo das condigBes 6timas de reagdo para ensaios “’in Vitro”: Na Tabela || encontramos as
condigBes essenciais para o ensaio. Na Figura4, notamos que as Ins-125| marcadas com métodos
diferentes e purificadas no mesmo sistema duplo “gel de amido e gel de Sephadex’, apresentam
sensibilidades diferentes, avaliadas pela inclinag3o inicial da curva H* vs. B/F e as Ins-1251, marcadas pelo
método da Lactoperoxidase mas purificadas em 1 vs. 2 sistemas, apresentam tanto sensibilidade como
precisBo diferentes, sendo de melhor qualidade a Ins-125) pyrificada no sistema duplo.

Para medida das insulinemias em nfveis muito baixos, a comparagdo das Figuras 5 e 6 mostra
claramente a maior sensibilidade com descriminagdo de concentragbes muito baixas da curva-padrdo
obtida com Insulina-125] obtida por iodag3o enzimitica, para valores de Insuline humana de até
0,04 ng/ml.

Tabela |
Imunoreatividade da Insulina-125|
Tempo Cédigo Diluigdo Ins-125}: Lacto Ins-1251: Lacto Ins-125{ Clor.T
de do do Purif. Gel de Purif. em Purif. Gel de
Incub, Teste” Antisoro Amido e Gel BioGel P-60 Amido e Gel de
Sephadex G-50 Sephadex G-50
r B/F (Ag — Ab/Ag)

C - 96% 82% 81%

1 B, 1:100000 2,81 1,13 1,35

Dia B, 1:200000 1,68 0,55 0,91

B, 1:400000 1,00 0,45 0,67

Cc - 95% 82% 20%

2 B, 1:100000 3,44 1,24 1,44

Dias B, 1:200000 2,53 0,77 1,33

B, 1:400000 1,62 0,63 0,78

Cc - 95% 82% 89%

3 8, 1:100000 384 1,66 2,68

Dias 8, 1:200000 3,08 1,28 2,00

B8, 1:400000 1,86 0,83 1,40

* ¢ = Controle da Ins.-1251 (% de pureza) na auséncia do anticorpo.
B, = Méximo de ligagiio da insulina marcada ao anticorpo,



Tabela D)

Radwimunoensaio de Insuiing

1. 0,1 ml de amostra de plasma ou padrdo de insuline

2. 2.4 m! de diluente padrio” contendo 1000 cpm/mi de Ins-123} (20 pg) e anti-insulina
na diluigso adequada.

3. Incubac#o por 72 horas a 4°C.

4. Separagic do complexo insulina-Antiinsulina da Insulina livre com 0,2 m! de carvéo
dextrana” ",

5. Centrifugagdo a 1500 g por 30 minutos.

6. Separar sobrenadante (Ins — Antilns=8) do precipitado (Ins=F) e contar em
contador Gama de cintilagdo.

25 ml de soro albumina humana a 1%
* Diluente padrdo 10 ml de soro de cobaio
Tampéo veronal 0,025 M pH 8,6, q.s.p. 3 1000 m!

20 g de carvao Norit A/100 mi de veronal

** Carvdo-dextrana 2 g de Dextrana T 70/100 m! de varonal
Dissolver e juntar as duas solugGes.

Tabein ]

Eficigncia de incorporacio de radioiodo & molécula de Insulina de Porco
utilizando os métodos da Lactoperoxidase e Cloramina-T.

Método Eficidncia de incorporagdo de 125 °
(% da Radiostividade totat)

Cloramine-T 51

Lactoperoxidase 52

* Teste feito com carvido-dextrana.




DISCUSSAO

Este trabalho foi realizado para avaliagio das caracteristicas fisico-quimicas e imunoquimicas
das Ins-1251 preparadas pelo método enzimitico!3) em comparacio 20 método cléssico da
Cloramina Ti2),

Entre os hormdnios proteicos com que trabalhamos (LH, FSH, HCG, GH, Prolactina e Insulina)
3 insulina ¢ o que melhor se presta a um estudo desta ordem, uma vez que apresenta grande estabilidade
molecular'4’. Iniciaimente, modificamos o método classico da Cloramina T para iodacio da insulina,
reduzindo a quantidade do agente oxidante de 10 uy/ug de horménio para 1.9/ ug de hormdnio,
realizando a reacdo a 4°C, com atividade especifica de 200 a 300 uCi/ .g. Mesmo assim, as iodoinsulinas
preparadas pelo método enzimdtico e purificadas em 2 sistemas, para livra-las do excesso de iodo e de
componentes danificados, se revelou melhor imunoreativa (Figuras4, 6 e 6). Com isto optamos por este
método para a dosagem de plasmas com hipoinsulinemia, cuja curva-padrdo é cerca de 10 vezes mais
diluida do que para as dosagens habituais ,Figuras 5 e 6). Comparando-se as curvas mostradas nas
Figuras5 e 6, notamos & grande sensibilidade apresentada quando utilizamos Ins-'25) marcada
enzimaticamente e purificada no sistema duplo.

Ao mesmo tempo, quando duminuimos a quantidade de inibidor enzimético (“’stopper da
reag30”’) ou aumentamos o tempo de exposicdo da molécula da insulina a 4gua oxigenada (ativadora da
lactoperoxidase), obtivemos curvas de dose-resposta com grande aumento de sensibilidade mas perda da
precisdo, 0 que nos leva a supor que tanto quanto num Caso COMO nO Outro, aumentamos a taxa de
incorporac8o de radioiodo @ molécula (Atividade especifica maior), uma vez que nos baseamos em cpm
para o céiculo da adicdo do hormédnio radioativo o que fez com que colocdssemos uma quantidade
menor de Ins-'251 no constante 3 massa, sem comprometimento da medida da radioatividade que
continuou a mesma {1000 cpm/ml). Com isto podemos supor que 0 método da lactoperoxidase se revela
bem mais especifico no constante 3 reacdo de substituicio e sem o problema de uma oxidagdo dréstica 3
molécula, enquanto que o método da Cloramina T, apresenta-se menos especifico para a reacdo de
substituicdo, mas é possivel que com uma reducao dristica da quantidade de Cloramina-T usada, se
consiga uma insulina marcada tanto biologica quanto imunologicamente pura'!! o que nos proporcionaré
um radioimunoensaio td3o sensivel quanto ao obtido com lactoperoxidase, pois, nd3o haverd
comprometimento da integridade molecular o que a tornard Util também para o ensaio de
radioreceptores, que exige antes de tudo a integridade bioidgica da molécula.

ABSTRACT

Studies were performed using lactoperoxidase for insulin iodination in order to obtsin better sensitive and
immunoresctivity asseys. Equal amounts of highly purified porcine Insulin were resctsd with 2ul of 125
(S A =250uCi/ tig) by:

1 -- Chioramine-T method of Hunter and Greenwood
2 — Lactoperoxidase metnod of Thorell modified.
Purification was performed in both BioGel P-60 ¢r Sephadex G-50 column, after sterch gel electrophoresis.
immunoreactivity assays were carried out with the labelied insulin. After 3 days incubation B/F ratio was 80% higher
with lactoperoxidase iodination after both puritication systems. Greatar purity (99%) of the labelled hormone, wes

achivied from Sephedax G-B0 column after starch-gel electrophoresis than BioGel P-80 column (90%).

The standerd curve demonstrete higher sensitivity and precision when lsbelied insulin wes iodineted by
lactoperoxidsse method giving greater discrimination for bass! insulin levels.
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