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RESUMO 

Este trabalho compara a recuperação do método de extração da pró-
insulina humana (hei) sérica, utilizando cartuchos de Sep-Pak C18 
sob fluxos de eluiç$o diferentes (cinco e 0,3 ml/min). Os resultados 
mostram que a redução no fluxo de aplicaçõo do soro ao cartucho 
proporcionou uma melhora significativa na recuperação, resultando 
numa técnica mais precisa para a extração da hPl do soro e sua 
subsequente determinação pelo radloimunoensalo. 

INTRODUCAO 

A medida da pró-insulina humana (hPl) no 
soro de indivíduos normais tem sido 
dificultada devido sua concentração ser muito 
baixa. Recentemente Borghl e cols. descreveram 
um radlolmunoensala (R1E) da hPl para 
avallação de insulinomas empregando traçador e 
antlssoro 	específico preparados em nossos 
laboratórios 	(1). Esse RIE foi utilizado para 
medir níveis baixos de hPl circulante 
empregando técnica de extração da hPl do soro 
com etanol e subsequente concentração (2). 

Essa técnica de extração foi comparada 
com outra mais simples e rápida, que utiliza 
cartuchos de Sep-Pak C18, a qual se mostrou 
mais precisa (33. 

O objetivo do presente trabalho foi o de 
otimizar essa técnica de extração pelo Sep-Pak 
618, 	avaliando a recuperação da hP1 do soro 
elufda sob diferentes fluxos. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

O método de extração empregado, descrito 
por Cohen 	e cols.(43, utiliza cartuchos 	de 
octadecii-silica Sep-Pak C18 (Waters, EUA) 
para adsorver a hei que é em seguida elufda 
com solução menos polar (Figura 1). Neste 
trabalho as amostras e as soluções eluentes 
foram Introduzidas com o auxílio de uma 
seringa. 

Foram avaliadas tanto a recuperação de 
hPl radlolodada ( 125 1-hPI), como daquela não 
marcada (padrão). A 125 1-hP1 foi empregada em 
soro Isento de hei, com atividade de 200.000 
cpm enquanto que a hei padrão foi preparada no 
mesmo soro nas concentrações de 0,063:_ 0,25 e 
1 pmol/ml. Essas avaliações da recuperação da 
hPl do soro foram realizadas comparando-se as 
técnicas que empregam os fluxos seguintes 

Técnica empregando fluxo de 5 ml/min. 

O cartucho foi previamente 	lavado 	com 
5 ml de acetonitrila (ACN) seguidos de 5 ml de 
égua e mais 5 mi de tampão fosfato de sódio 
0,04 M, pH 7,4. 

As amostras de soro (2 mi diluído 	1:1 
em tampão) foram aplicadas e em seguida o 
cartucho foi lavado com 5 ml da solução 
H20 99%:TFA 1%. Estas etapas foram realizadas 
com auxílio de bomba de vácuo, sob fluxo de 
5ml/min. 

A seguir a hPl foi elufda com 5 ml 	da 
solução 	ACN 40%: H20 59,4%: TFA 0,8% e 
coletada em tubo de pollproplIeno siliconizado 
em nossos laboratórios (53. 

Técnica empregando fluxo de 0,3 ml/min. 

0 cartucho foi lavado com 5 ml de ACM 
seguidos de 5 ml de água. As amostras de soro 
não diluído foram aplicadas e em seguida o 
cartucho foi lavado com 5 ml da solução H20 
99%:TFA 1%. Durante estas etapas permitiu -se 
que os solventes e as amostras de soro fossem 
Introduzidas ao cartucho sob fluxo 
gravitaclonal de 0,3 ml/min (6l. 

A hPl 	foi elufda com 5 mi da solução 
ACN 40%: H20 59,4%: TFA 0,6% e coletada em 
tubo de poliproplIeno siliconizado. 

Recuperação dos métodos. 

Analisou - se a recuperação obtida nas duas 
técnicas, sob fluxos diferentes, extraindo-se 
concomitantemente em 5 cartuchos a 125 1 - hPl 
retem preparada e em 3 cartuchos a hPl padrão, 
adicionadas 	a "pool" de soro humano. 	A 
atividade 	das 	amostras da 125 i-hPl 	foi 
determinada antes e após sue extração enquanto 
que as concentrações da hPi padrão foram 
determinadas pelo RIE após sua extração. 

No caso das amostras de hPl padrão os 
extratos obtidos pelo emprego de ambos os 
fluxos foram evaporados utilizando-se 
concentrador Speed-Vac SS4 (Savant, EUA), 
durante um período de 15 horas. As amostras 
resultantes foram ressuspensas para seu volume 
original (1 mi) no tampão de RIE (PBS 0,04M, 
pH7,4 contendo 0,1 % de BSA) antes de serem 
submetidas a esse ensaio. 
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CROMATOGRAF/A EM SEP-PAK 

A 

SORO CONTENDO 
125 I-hPI 

(200.000 CPM) 

B 

SORO CONTENDO 

hPI PADRÃO 

(0,063, 0,25 e 1,00 PMOL/ML) 

5 ML (H2O 99%: TFA 1%) 

5 ML (ACN 40%: H2O 59,4%: TFA 0,6%) 

MEDIDA DA 
125I-hPI 

CONCENTRAÇÃO 

EM SPEED-VAC 

RESSUSPENSÃO 

EM TAMPÃO 

MEDIDA DA hPI 

PADRÃO POR RIE 

RADIOIODADA (A) E PADRÃO (B) 

Figura 1 —  Métodos de extração da hPI radiolodada (A) e padrão (B) do 
soro humano, empregando cartuchos de Sep—Pak C18. 
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RESULTADOS E DISCUSSAO 

A 	Tabela 	I 	apresenta os 	resultados 
obtidos na recuperação da 125 I-hP1 comparando-
se os dois processos de extração. A 
recuperação foi de 71 ± 5% empregando - se o 
fluxo de 5 ml/min contra 90 ± 1% quando o 
fluxo foi de 0,3 mi/min. 

A recuperação da hPl padrão (0,063 a 	1 
pmol/ml) variou de 85% a 38% para o fluxo de 
5 ml/min (Tabela II), e de 115% a 152% para o 
fluxo de 0,3 ml/min (Tabela III). 

Estes resultados permitem a dosagem de 
amostras com teores baixos de hPl, extraídas 
sob fluxo de 0,3 ml/min, sendo a concentração 
de 0,083 pmol/ml próxima dos valores de 
leitura das amostras concentradas. 

Os resultados foram similares aqueles 
descritos por Cohen e cols. (4) que 
empregaram o mesmo fluxo de 0,3 ml/min e 
obtiveram valores de recuperação variando de 
75 a 110 % para concentraçÕes de hPI padrão 
variando de 0,025 a 0,28 pmol/ml. 

Tabela I. Valores da recuperação da 
125 1 - hPl adlclonada a soro humano 
submetido a extração em cartuchos 
de Sep-Pak C18, sob fluxo de 5 ml/min 
e 0,3 mi/min. 

Fluxo 

5mí/min 

75,45 

77,41 

69,38 

71,99 

63,13 

média 71,50 

DP 	5,01 

0,3 ml/min 

91,56 

89,34 

90,49 

89,88 

91,74 

90,56 

0,97 

Tabela II. Valores da recuperação da hPl adicionada ao soro Isento 
de hPl, submetido a extração em cartuchos de Sep-Pak C18, 
sob fluxo de 5 ml/min. 

concentração teórica 	concentração obtida 
	

recuperação 
(pmol/ml) 	 (pmol/ml) 
	

(%) 

	

0,063 
	

0,053 ± 0,005 
	

84,7 

	

0,25 
	

0,193 ± 0,037 
	

77,3 

	

1,00 
	

0,380 ± 0,008 
	

38,0 

Tabela 	Ill. Valores da recuperação da hPl adicionada ao soro Isento 
de hPl submetido a extração em cartuchos de Sep-Pak C18, sob fluxo 
de 0,3 ml/min. 

concentração teórica 
(pmol/ml) 

concentração obtida 	recuperação 
(pmol/ml) 	 (%) 

0,034 ± 0,002 
0,380 ± 0,021 
1,290  ± 0,050 

0,063 
0,25 
1,00 

115 
152 
129 

CONCLUSÕES 

Este estudo mostra que a redução no fluxo 
de aplicação do soro ao cartucho de Sep-Pak 
C18, proporcionou uma melhora significativa na 
recuperação do método, resultando uma técnica 
mais precisa para a extração da hPI do soro e 
sua subsequente determinação pelo 
radloimunoensalo. 
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ABSTRACT 

In the present report it was compared two 
extraction methods for the concentration of 
human prolnsulln (hPI) from serum. It was used 
octadecyl silica cartridges Sep Pak C18 at 
different flow rates (5 and 0,3m1/min). The 
results show a significant Improvement In the 
recovery of the method by applying the sample 
at the flow rate of 0,3 mi/min. This 
method provides an acurate extraction of 	hPl 
and 	its subsequent determination 	In 	the 
red to immunoassay. 
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