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~ RESUMO

Este trabalho compara a recuperacfo do método de extrac8o da proé-
Insullna humana (hP1) sérica, utlllizando cartuchos de Sep-Pak Cqg
sob fluxos de eluigclo diferentes (clnco e 0,3 mi/min). Os resul tados
mostram que a reduchlo no fluxo de aplica¢c80 do soro &0 cartucho
proporcionou uma meihora significatlvae na recupera¢8o, resultande
numa técnlica mals precisa para a extracg8o da hPl do sero e sua
subsequente determinac¢8o pelo radioimunoensaio.

INTRODUGXD

A medida da pré-Insullna humana (hPl) no As amostras de soro (2 ml dlilufdo 1:1
soro de Indlviduos normals tem sldo em tamplc) foram apllicadas e em segulda o
dificultada devido sua concentragéo ser muito cartuchoe foi lavado com 5 ml da soluglo

balxa. Recentemente Borghi e cols. descreveram HoC 99%:TFA 1%. Estas etapas foram realizadas

um radloimunoensaio (RIE) da hPi para com auxi|lo de bomba de vécuo, sob fluxo de
avallac¢lo de insullnomas empregandoe tragador e Smi/min.
antissoro espec{fico preparados em nossos A segquir a hPlI fol elulfda com 5 mi da

laboratérios (1). Esse RIE fol utillzado para
medir nivels bal xos de hPi circuiante
empregando técnica de extra¢fo da hPl do soro
com etanol e subsequente concentraclo (21.
Essa técnica de extrac8o fol comparada
com outra mals simples e réplda, que wutillza

cartuchos de Sep-Pak Cqg, & quai se mostrou
mals precisa {31. 0 cartucho foi iavado com 5 ml de ACR

0 objetivo do presente trabalho fol o de seguldos de 5 mi de égua. As amostras de soro
otimlizar essa técnica de extraclo peio Sep-Pak nko dllufido foram aplicadas e em segulda o
Cig, avallando a recuperaclio da hPl do soreo cartuche foi lavado com 5 ml da soluglo H20
eluida sob diferentes fluxos. 99%:TFA 1%. Durante estas etapas permitiu-se

que o0s Solventes e as amostras de soro fossem

solucglo ACN 40%: Hp@ ©69,4%: TFA 0,8% e
coletada em tubo de pollproplleno siliconlzado
em nossos laboratbrios (5).

Técnica empregando fluxo de 0,3 mi/min.

Introduzldas ao cartucho sob fluxo
MATERIAIS E METODOS gravitaclonal de 0,3 mi/min {8).
: A hpPl fol eluida com 5 ml da soluglo

ACN 40%: H20 59,4%: TFA 0,6% e <coletada em

0 método de extrac8o empregado, descrite
tubo de poliproplleno slliliconizado.

por Cohen e cols.[4), utillza cartuchos de
octadecii-slllca Sep-Pak GC.g (Waters, EUA)

para adsorver a hP| que é em segqulida elufda Recuperacio dos métodos.
com solu¢lo menos polar (Flgura 1). Neste
trabalho as amostras e as solu¢les -eluentes Anailsou-se a recuperacto obtida nas duas

foram Introduzidas com o0 auxflio de uma
seringa.

Foram avalladas tanto a recuperaclo da
nPI radlolodada ('@91-nPi), como daquela n&o
marcada (padrfo). A '@5,-nP| fol empregada em
soro isento de hPl, com atlvidade de &00.000
cpm engquanto que a hPi padréo fol preparada no
mesmo soro nas concentracbes de 0,063;: 0,25 e
1 pmol/ml. Essas avallag¢des da recuperaglo da
hPl do soro foram reallzadas comparando-se as

técnicas que empregam os fluxos segulntes :
Técnica empregando fluxo de § mi/min.

0 cartucho fol previamente lavado com
5 ml de acetonitrila (ACN) seguldos de 5 ml de
4gua e mals 5 ml de tamplo fosfato de sb6dlo
0,04 M, pH 7,4.
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técnlicas, sob fluxos dlferentes, extraindo-se
concomi tantemente em 5 cartuchos a 5|-npi
recem preparada e em 3 cartuchos a hPl padréo,
adiclonadas a "pool"™ de soro humano. [
atlvidade das amostras da 51-npi fol
determinada antes e apés sua extrac8o enquanto
que as concentracles da hP! padrfo foram
determinadas pelo RIE ap6s sua extragéfo.

No caso das amostras de hPl padrf8o o8
extratos obtidos pelo emprego de ambos os
fluxos foram evaporados utillzando-se
concentrador Speed-vac SS54 (Savant, EUA),
durante um perfodo de 15 horas. As amostras
resultantes foram ressuspensas para seu volume
original (1 ml) no tamp8o de RIE (PBS 0,04M,
pH7,4 contendo 0,1 % de BSA) antes de serem
submetidas a esse ensalo,



CROMATOGRAFIA EM SEP-PAK
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Flgura 1- Métodos de extragdo da hP) radioiodada (A) e padrédo (B) do
s0ro humano, empregando cartuchos de Sep-Pak C,g.



RESULTADOS E DISCUSSXO Tabela |. Valores da recuperacic da
125|-np1 adiclionada a soro humano
A Tabela | aprese?éa 0s resultados submetido a extrac3o em cartuchos
obt!dos na recuperacg8o da S|-nPI comparando- de Sep—Pak Cqig, sob fluxo de § mi/min
se 0s dols processos de extracho. A e 0,3 mi/min.
recuperac8o fol de 71 &£ S% empregando-se O
fluxo de S mi/min contre 80 * 1% quando O
fluxo fol de 0,3 mi/min,
A recuperaclo da nPi padr8o (0,063 a 1 Fluxo
pmoi/mi) varjou de 85% a 38% para o fluxo de
§ mi/min (Tabela 11), e de 115% a 152% para o Smi/min 0.3 mi/min
fluxo de 0,3 mi/min (Tabeta I!1). = <—or-cmsceecc e e ——cccccene—— ———————
Estes resultados permitem a dosagem de
amostras com teores baixos de hPi, extrajdes 75,45 91,58
sob fluxo de 0,3 mi/min, sendo a concentracgéo 77,491 89,349
de 0,063 pmol/ml préxima dos vaiores de
felitura das amostras concentradas. 69.38 90,49
0s resultados foram similares aqueies 71,98 89,88
descritos por Cohen e cols, (4) que
empregaram o mesmo fiuxo de 0,3 mi/min e 83.13 81,74
obtiveram valores de recuperac8o variando de =  —-T---—c——mmmmccmccc e —me e ————
75 a 110 % para concentragdes de hPi padr&o
variando de 0,025 a 0,28 pmoi/mi. média 71,50 80,56
oP 5,01 0,87
Tabela Ii. Vaiores da recuperaclic da hPi adicionada ao Sorc Isento
de hPl, submetido a extragfo em cartuchos de Sep—Pak Gqg,
sob fiuxo de S mi/min.
concentraclo teérica concentragdo obtida recuperacho
(pmoi/mi) (pmol /ml) (%)
0,063 0,053 + 0,005 84,7
0,25 0,183 + 0,037 77,3
1,00 0,380 + 0,008 38,0
Tabela 111. valores da recuperaco da hP| adiclionada a0 soroc Isento
de nPl submetido a extraglo em cartuchos de Sep-Pak C18, sob fluxo
de 0,3 mi/min.
concentraclo teébrica concentraclo obtlida recuperacéo
(pmol/mi) (pmol/mi) (%)
0,083 0,039 + 0,002 118
0,25 0,380 + 0,021 162
1,00 1,290 + 0,050 129
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ABSTRACT

In the present report It was compared two
extraction methods for the concentration of
human prolnsullin C(hPI) from serum. It was used
octadecyl sillca cartridges Sep Pak 18 at
different flow rates (5 and 0,3ml/mln). The
results show a slgniflcant Improvement In the
recovery of the method by applying the sample
at the flow rate of 0,3 wmi/min. This
method provides an acurate extraction of hPI
and its subsequent determination |In the
radioimmuncassay.
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