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RE SUM4p  
Realizaram-se •Od i

fiCICões na técnica de merc8Cão da pró-insulina  humana (MPI) visando a Obtencão de um traeador com atividade específica 
 

(AE) maior e consequentemente 
um aumento na sensibilidade do radioimu-noenssio (RIE): emprego 

de tubos de pOiipropileno, revestidos Com Iodo-gen dissolvido em d i clorometano 
e evaporado, sob atmosfera de N2. Esses  tubas foram utilizados Por até 15 meses e os tracadores apresentaram AE 

 e grau de Pureza elevados, Sendo estáveis por até 3 meses. 
 

A sensibilidade e especificidade de um 
 

cm e dependente da Qualidade do traCador  em-
oreg$dO. Portanto. é importante que a integri-
atae oa aoiécula prottica seja Preservada após 

 

• redio , odacèo. O método ideal para a radioio-
diciC de antígenos para RIE deve ser de fácil  
ezecucão e reprodutível, produzindo tracadores 

 

:os AE e Imunorreatividade elevadas e adeque-
000 pare uso por períodos longos.  

0 método de •arcaCào peio Iodogen E13. 
 

de Obedecer a eases critérios, 3é nauta  
sias empregado por outros autores para a Ob-
tenciïo do traeador do RIE da hPI C2].  

Embora os tracadores obtidos anterior-
mente em nossos laboratórios por esta técnica  
teimes se apresentado imunorreativos e estb-
vers C3], a necessidade de se obter tracadores  
Cos AE mais elevada, levou introducãO de al-
9+saes IOd i f l cações no preparo dos tubos de Io-
nOgen. visando aumentar a sensibilidade do  
RIE. 

^Tf̂ IS E MIETODOS  

A PIPI b , ossintética doada pela Eli Lilly  
Calla  EUA (lot n4 509-EM4) foi •arcada em-

oregendo-se O método de Fraoer e SPeCK C1) •0- 
dif iCad0  Por Deacon e Canion C23. OS tubos de de

aarcaçáo foram recobertos coa 15 ug de Iodogen.  
(Si 94a,EUA), lacrados com parai i ise e estoca -
dos em  desseCadOr e -402C.  

A, modificações na técnica de marcacão 
I cera* na Substituição dOS tUbOS de ensaio  

r^+estidos com Iodogen, de vidro por tubos de °ll preaileno e do solvente do Iodogen, cloro- 
réhio pelo dlclorometano. O método de evepo -  
iVc do solvente também fo+ altered°, de eve- 
4c:'Caa espont5nee S0b corrente de ar para 
r  parecã0 sob atmosfera de nitrogénio, ambas  

ii zaaas a temperature ambiente.  
f erem  Ieedietaaente entes da marcacão os tubos 

 

C ,  lavada- com 0 tampão fosfato de sódio 

e;SAr DM  7.4 Para remover qualQuer resíduo 
tr  endidO do eloroglicofuril (41. Cinco ai- 

aes% alapeo fosfato  sf oram o  i neubsOO

osucoms1 mCe 

ae N1252 (37 M8q) durante 5 minutos no tuba 
iÕdatéO em banho de gelo. 

It  O rendimento das marcações foi determine-'oto 	Porcentagem de radioatividade Preci  

Pitada peio ácido tricloroacético (TCA) a 10X  
CS).  

A mistura de ree;ão da marcacão foi pu-
rificada por Cromatogrefia em coluna de QAE-
Sepnadex A-25 (Pharmacia,Suécia) de dimensões  
de 30 x 1,0 cm a 42C C23.  

A Coluna foi 	equilibrada com tempão  
Trio - HCl 0,08 M, NeCI 0,08M, pH 8,6 contendo  
1X de albumina bovine (SAB) fração v "RIA  gra-
de"  (Sigma.EUA) e a amostra foi elufda sob  
fluxo de 15 ml/h com um gradiente linear for-
mado por 150 ml do tampão de equilíbrio e 150  
ml do mesmo tampão contendo NeCI 0,3 M. Foram  
coletadas frações de 2,5 ml cada, das quais  
forem retiradas alíquotas de 100 ul para a de-
terminação da radioatividade em contador gama.  

As frações relacionadas aos Picos prin-
cipais revelados nos cromatogramas foram  ova-
liadas por sua reatividade com o antissoro OP  
em excesso obtido em nossos laboratórios C6],  
(diluição de 1:100) ,empregando-se o mesmo  
procedimento de RIE relatado por Deacon e Con-
Ion C2]. As frações mais imunorreativas foram  
reunidas, divididas em alfquotas e mentidas a  
-2020 até seu emprego Como trocador nos  en-
saios.  

A pureza dos tracadores foi estimada pe-
la precipitação com TCA e sua AE, foi calcula-
da a partir do rendimento da marcacão, consi-
derando e massa do pró-hormônio radioiodado e  
a atividade do Na 125 I utilizada [7].  

At(quotas da MPI recém radioiodado, re-
cém purificada e separada como tracador do RIE  
80 longo do tempo de sua estocegem foram ana-
lisadas pela eletroforese em gel de poliacri-

iamida (EGPA) e 7Z, de acordo com o método de  
Davis C83 modificado. Os géis foram cortados  
em segmentos de 0,3 cm e tiveram sua atividade  

determinada em contador gama.  
Calculou -se o valor da migração eletro-

forética relative (Rm) dos componentes revela-
dos em ceda gel e estimou-se o valor porcen-
tual desses componentes, relacionando - se  as  
contagens de área em que se localizaram seus  

picos e e contagem total do gel.  
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Além disso, a pureza menor deste ditimo  

foi também devida i3 presenca de um componente  

não-imunorreativo, que migrava junto com o co-
rante tratador, compreendendo aproximadamente  

13Z da atividade total do gel. Ambos os traça -

dores mantiveram -se praticamente inalterados  

ao longo de aproximadamente 60 dias de armaze - 

namento a -202C.  
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Figure 1. Eietroforetogramas da 125 I-hPI ra-
diolodada não purificada: antes (marcado n22, 

 

acima) e apds (marcado n2 91 abaixo) as modi-
ficacões realizadas no preparo dos tubos de 

 

iodogen. Os valores de Rm do componente prin-
cipal (1251-hPI) e do 1251 de cada gel são in-
dicados entre parEnteses e as setas indicas a 

 

posição do CT, enquanto que os valores percen- 
tuais de Cada Componente são apresentados 

 abaixo da figure. 
 

do a radioatividade ( 	) e a imunorreati - 

vidade (----) das frações. As areas hachure -

das correspondem es frações reunidas pare se -

rem empregadas como trocador do RIE.  

Tabela II. Valores de percentagem de P'  

reza dos tratadores analisados pela preciPi' 

tacão com TCA (n218) e pela EGPA (r1.5),
cot 

 seus valores de Rm.  

Tratador  

(n>Z) 

1  

2  

3  

5  

8 

9 

11  

12  

TCA 

87,39  

85.10  

90.89  

94.94  

96.67  

90,70  

86.41  
96,69 

Pureza  

EGPA  

76,38  

70,97  

97,84  

86,40 

81,99 

Ris  

0 ,75  

0,72  

0,69  

0, 63  

0'74  

Marcado  

(nó)  

2  

9  

 

125I-hP1  

(X)  

26,64  

72,90  

CT 	 125I  

(X) 	(X)  

 

	

18.29 	63,85  

	

5.48 	15,96  



TADO5 E OISCUSSA0 

Tabela I apresenta os resulted°, obti- 
et 12 rediolOdaCeleS da hPI, sendo as qua-

del nelmeiras res$izadas em tubos de vidro re-
trI3t7,105 com 0 Iodogen dissoivid0 em Clorofór-
yea e evapOrado espontaneemente elOb corrente 
II° sr, Os vaiores médios A DP dos rendimentos 
de 1___, de 29,97 A 10,12 P: para 80.72 
variZr° z 	enquanto que aqueies de RE varlarem 

IdCe4 56.70 
A 23.93 UCl/Ug Para 161,91 	19,42 

uCliag' 

Apesar deste aumento a AE correspondeu a 
um grau de lodecao menor do que um átomo de 
1251 por molecule de hPI. 

Observou-se tambem reprodutibilidade ele-
vada 

nas marcações realizadas con os tubos de 
Iodogen provenientes do 62 lote ao long() de 15 
meses (marcudes de n2 8 a 12). Cujos rendi-
mentos apresentaram um valor médio A OP de 
80.82 A 8.99 (CV de 11,13 Z).tendo a RE 
media A DP foi de 162.41 1. 16.55 0Cliug 	(CV de 10.19 X). 

Tabela I.Resultados de radiolodecio da hPI pelo método do Iodogen. 

---------------------------------------------------------------------- 

Marcacio Lote dos 	Tubos 

ni tubOS de 

IodOgen 

-- 

1 12 vidr0 clorofórmio 

2 

3 2 2 •• 

4 
•• 

5 32 Polipropileno diciorometano 

6 42 

7 52 •• 

8 62 

9 

10 

11 

12 

estocagem 	( Z ) 	(uCi/ug) 

dos tubos 

(dies) 

------------------------------------------------------------------------ 

SolventeS 	Evaporacio 	Tempo de 	Rendimento 	AE 

P42 

er 

	

1 	 30.89 	61,78 

	

53 	 45,99 	 91,98 

- 23,53 	 30,12 

	

137 	 19.45 	 38.90 

	

2 	 90,01 	180,00 

- 87,58 	175,16 

	

2 	 64.03 	128.06 

	

5 	 87.97 	176,00 

	

163 	 86,06 	172,00 

	

390 	 79,33 	158,66 

	

442 	 63.88 	127,76 

	

464 	 86.88 	173,80 

A Figure 1 mostra oe eletrOforetogramas 
oe dues alfquotas da hPI receM radiolodade e 
flinde ni0 purificada, obtidas, respectivamen-
te, antes e após as modificacties introduzidas 
no preriaro dos tUb05 de Iodogen. NeseeS perffs 

eletroforetiCO, 050 obeervados tres picos ra-

Oloativos, correspondentes a 1251-hPI, a um 

cOmponente que migra junto com o corante tra-
Cedor, azul de bromofen01 e BO 1251 livre. Pe-

la anállee Comparative desses perffs, cOnfir-
4a-ae a Obtencio de um rendimento maior após o 

ebrimoramento da marcacio (72,90 contra 
2fi

'64 Para o pico correspondente 125I-
API). 

A Figure 2 exibe perffs cromatográficos 
trpic0b da purifiCacio del 125I-hPI em QAE-

SaPhedex R-25. 'arcade em tub0s de Iodogen an-
"5 e depOis da técniCa de Seu preparo ser 

eberfei Coada. NeSSes cromatogramas eão indicts-

Ise!,5 1/9 Il9aCões das frações correspondentes 

;-3 PiC0a principals com o anttssoro em exces-

c°' 0 MaiOr rendimento Obtido após as modifi-

ImCdes introduZidas no preparo dos tUb01 de 

/adian e tambtm corroborado pela anólise des- 

em que se Observe uma diminui00 
11-1TICativa do pico correspondente so laI 

eXe' Presente na mistura de reacio da marCa-
mui;„ alem disso. seu perfil cromatogrAfico 

semelhante aquele exibido no trabalho de 

a 	"n e Conion [23. CUJ3 metodologia foi se- 
.4105. 

A melnor adequacio dos tUbOe de lodogen 
preparados a partir daquelas modifiCacdes e 
tembém evidenciada gel, Pureza dos tracadoree. 
clue apresentaram valores mais elevados, prin-
Cipalmente quando comparados pela analise ele-
troforética (Tabela II). R pureza variou de 82 
a 98 % pare os tracadores de n2 5 em diante 
contra 71 e 76 .7 pars aquetes anteriores. 

A pureza determinada pele precipitaci0 
Con TCA a partir des modifiCaCties (tracador n2 
5) apresentou um valor medio A DP de 92,62 A 
4.34 (CV de 4.68 X) contra 87,79 A 2,38 
(CV de 2,71 X) pars os tracadores provenientes 
das marcackta anteriores. 

A FigUre 3 revela o estudo comparativo 
da estabilidade dos treiCadores pela EGPA, ob-
tidos antes (n2 2) e nods (n2 9) a otimiZacão 
do preparo doe tuboa de Iodogen. EsSes trace-
dOrem foram analisadoe durante seu armazena-
mento a -202C pOr pelo MenoS 0 Perf0d0 Correa-
Pondente a uma maia-vida ffeiCa dO 1251. 

Pela andliee desta figura pOde-ee confir-
mar os reaultados exibidOe na Tabela II, em 
que Se evidencia uma pureZe Maior pare o tra-
Cador de n2 9, proveniente da marCacio reali-
Zada no tubo de pOltOropileno reveStid0 com 
IOdogen. Observa-se, portento, (We 1090 após a 
purifiCaCio. o traCador n2 9 eatava complete-
mente ¡sent° de 1125 livre. enquanto que este 
radioisótopo compreendia 7X de atividede total 
do tracedor n2 2. 
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Figura 4. SePeraCio do traCador n2 2 pelil 
EGPA apóS 72 horas de inCuba-

CiO no auSencia (esquerda) e na preSenCa do 
antissoro OP em excesso <do-

Ititcio de 1:100). Os vaiores de Rm dos componentes referentes a 1251-hPI 

e oo 1251 oho indicados entre parenteses e as setes Indicate a posicio do 

CT. Os valores porcentuats de cada Otto sio 
tndicados na figure. 

100- 

8! so- 

25- 

0.016 0.063 0.25 1 4 	16 
RMOL/ML 

	

TemPO de 	 NSB 	BO 	ED50 	 DMD 
armazenamento 

	

(dies) 	 (%) 	CZ) 	<pmo1/111) 	<pmol/mt> 

38 	 3.24 	29.73 	0,22 	 0,01 
87 	 4.41 	29.26 	0.21 	 0.01 

Figure 5. Curvas padrho obtidas com o tracador n2 5 após 38 0,---0) e a7 
<A---A) dtes de armazenamento a -202C. 0 tracador foi incubado com o an-tissoro OP PUrlfiCado (diiuicio final 1:15.000) em statema em naio eoui-ifbrio e as curves foram aeparadat pcio polietilenoglicol, conforme des-crito adiente. Os valores dos parametros relativos a 05365 curvaa. esPe-cificados adiants. estio apresentados tabela abaixo da figura. 



(0.75) 
	

(0.73)  

Ape sar do tracador n4 2 ter se mostrado 75 dias 
com

apos 
 anttssoro

de 
 e • apa 

cc 	
- 

s  
".,upad ^ 	 epa 

rem p
ale  mesma anSlise en EGPA (Figura 4) .  

rpeeffte apes a 
i  ntroduCão des mOd  1 f  icacões no 

e .nt  imanto dos tubos con Iodogen é  que obt  i  -  rçy 
- ee 

tratadores com AE elevada. Prop is  i am -  ver  e  rea1IZ5C O de RIEs com 	sensibilidade 
 

eP ropriado C9).  

A Figure 5 exibe Curves padrão do RIE  
Superponfveis, Obtidas com o trocador nt S de-
Corridos 38 e 87 dias epos seu preparo, indi-
cando a estabilidade elevada deste traCedor e  
sua adequação pare o emprego no ensaio.  

CONCLUSÕES  

As modificações introduzidas no preparo  
dos tubos de marcação com Iodogen permitiram a  
obtendo de trecaoores com RE maior e grau de  
Pureza elevado, que muito contribuírem pare o  
desenvolvimento de um PIE sensível para a de-
terminação da pró-insulinemia humane.  
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(0.70)  
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5  

20-  

10-  

i 	6-  
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tratador  

(n4)  

2  

9  

tempo de  

armazenamento  

(dies)  

5  

56  

71  

5  

20  

65  

125I-hPI  

CX)  

73,30  

76,26  

75.91  

97.84  

86,84  

80.35  

C' 	1251  

(X) 	CX>  

	

12,54 	7,09  

	

17,54 	7,65  

	

13,45 	10,05  

	

1.99 	5.75  

	

2,76 	7.79  

96 	 75.69 	 2.92 	19,45  

-------------------------------------------------------------- 
 

Figura 3. Eletroforetogramas dos tratadores ao longo de sua estoCagea: nt 2  

(acima) após 5.56 e 71 dias e n2 9 (abaixo) após 5, 20. 65 e 96 dias, res-  
PCCtivamente. da esquerda para a direita. Os valores de Rie dos componentes  

referentes a 125I -hPI e ao 1251 de Cada gel aio Indicados entre Parenteses  

C as setas Indicam a pO3iCao do CTi enquanto que os valores porcentuais de  

Cede componente  são apresentados abaixe de figure. 
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