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RESUMD

Qupndo o plasma & filtrado em Sephadex G-5¢ fino, a Ingulina
imunorreativa & recuperada em doia piﬁus: "insulina pasada", componen~
te de peso melecular mafer, e “insulinz leve", componente de peso mole
cular menor cujos volumes de eluicao correspondem a proinsulina e inau
lina de poreco 1251. rospectivemence. Em caso de insulinema suspeito
fol detectada a presenga de outra forma de insulina imunarreativa, "in
sulina superpeszda"”, e a zona de eluiggo corresponde a da albuming sé—
rica. 0a eiuatos correspondentes As ingulinas "leve, pesada e supecpe
gada" forem ensalades por radicimuncensaic, usando insulina bumana
criastalina coms padrao, Insulina de porco 1251 como tracador e soro an
tifnsulina, € anticorpa obtido em cobaiad mostrou-se sensitivo, poten
te ¢ adequado para o ensaio, A reatividade da insulina e proinsuli-
na foi pravada contra o anticorpo, A proporgao relativa dee viries
componentes da inaulina imungrreativa totsl no plasmas foram experimen-—
tadas nas condigoes basais em einco individuos normais ¢ no .pacﬁente
JSC com insulinoma, antes e apds o estimulo com glicose em todes , e
tolbutamida oo paclente J5C. '
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ABSTRACY

When human plasma is filtered on Sephadex G-50 fine, insulin
Ienunoreactivity is recovered in two peaks: "Big inaulin”, the higher
molecular weight component -and "Little inasulin", the lower mulccﬁl@r
component, having elution wolumes that correspend to those of porcine

123y 2nd porcine insulin lzsI'fenpe:tively. The presence of

proinsulin
a another form of immunoreactive insulin "Big Big insulin" was detected
from an insulomz suspect and ite elution pattern corremponding fo serum
albumin. The eluates correspondent zo "Big" and "Little" insulin  az
‘well as "Blg Big" component were assayed by radiojmunhoassay using crys

1251 a3 tracer and

talline humgn insulin aa & standard, porcine insulin
antiineulin servm. The astibody, raised in guinea-pigs, was -sensitive
and potent being adequate for the assay. The reactlvity of in;uliu and
preinsuliz was tested agalust the antibody. The relative proportiona
of several components of total immuncreactive insulin iy plasma were
studied in baspl conditions in five oormal subjects and in the pifient
JSC with pancreatic insulin-secreting tumor as well as after glutnﬂg

stimull in all and tolbutamide in J5C.



1. INTRODUGAO E PROPOSITO

A concentragao da insulina no plasma, em resposta a estimulos
variados, tem sido estudada extensjvamente desde o advento do radioimu-
noensajo. Entretanto, a natureza do hormonio circulante nao esta intei-

ramente esclarecida.

0 reconhecimento na circulagdo, de miltiplas formas de varios
hormonios peptidicos tem estimulado a investigacao de componentes hormo
nais de tamanhos diferentes e apresentando imunorreatividade de grau va

riavel.

0s hormonios peptidicos, em virtude de seus niveis plasmati-
cos baixos, apresentavam sérias dificuldades de caracterizagao. Os méto
dos biologicos utilizados para estudos desses hormonios careciam de sen
sibilidade, espeéificidade e precisﬁo(’). 0 emprego do radioimunoensaio
(baseado na competigdo do hormonio que se quer medir e sua forma "marca
da" para o anticorpo especifico) para mensuracao dos hormonios. peptidi-
cos no plasma e o desenvolvimento de m&todos de fracionamento de protel
nas, dotados de resolucado cada vez mafor, facultaram novos meios visan-

do elucidar a natureza dos hormonios circulantes.



Estudos previos relativos a natureza da insulina circulante

mostraram ser inteiramente analoga a insulina cristalina pancreitica(z’
3,4)

Steiner et al(s) estabeleceram que a insulina e sintetizada,
nas ilhotas de Langerhans, como uma cadeia inica polipeptidica, de peso

molecular 9000, proinsulina, convertida, intracelularmente, em {nsuli-

na.

A proinsulina apresenta reacao cruzada com o soro antiinsuli-

na mas tem menor potencia biologica do que a insulina(s’s).

Roth et al(7) demonstraram que a insulina plasmatica humana
imunorreativa @ separada em Sephadex G-50 fino em dois camponentes que
reagem com o soro antiinsulina. Propuseram o termo "big insulin” ou "in
sulina pesada” (1°) para o componente de maior peso molecular (cerca de
9000), correspondendo principalmente a proinsulina, e “little insulin®
ou “insulina leve" (IL) para o componente eluido com a insulina crista-

1ina, apresentando peso molecular da ordem de 6000,

Rubenstein et al(a), tambem, fracionando plasma e urina por
filtracao em Sephadex G-50 fino obtiveram material imunorreativo seme-
Thante 2 insulina cristalina, recuperado na fragao de peso  molecular

9000, ou seja, na regizoc da "insulina pesada”.

Apos a tngestdo de glicose, & propor¢do relativa de “"insulina

leve" aumenta na circulacao em 15 a 30 minutos, baixando 1logo depois,



enquanto que a "insulina pesada” aumenta decorridos 90 a 120 minutos

apos a sobrecarga oral(g).

Adicionando-se insulina de porco, cristalina, purificsda (in-
sulina pancreatica) ac plasma, toda ela & recuperada na regido da "insu
lina leve". Mesmo quando a insulina pancredtica & adicionada ao plasma
contendo quantidades significantes de "insulina pesada" o hormonio adi-
cionado @ recuperado somente no pico da "fnsulina Ieve"(]).

Yalow e Berson(‘ﬂ)

» por filtracao em Sephadex G-50 fino de
amostra de plasma de um paciente com insulinoma, observaram a presenca
de componentes imunorreativos, em relativa abundancia, na zona de eluf-
¢ao precedendo a “insulina pesada" e correspondendo a albumina humana
1‘3‘1. Designaram este componente como "Big Big insulin”(insulina super-
pesada), sugerindo que poderia ser o precursor da proinsulina, Em fil-

tragdo e ultracentrifugacdo mostrou um peso molecular de 100.000(10).

Em virtude do elevado interesse em se conseguir determinar as
proporcoes desses diferentes componentes, bem como de outras substan-
cias com estrutura quimica semelhante & insulina, propusemo-nos a padro
nizar o metodo de fracionamento por filtrag3o em Sephadex e técnica de
quantificagao por radioimunoensaio das diversas fracoes da insulina
plasmatica em condigdes normais e em um paciente com secrecdo inapropri
ada de insulina, por insulinoma, pelo conhecimento prévio, de que nesta
condicao patologica existem nfveis plasmaticos elevados de fracoes imu-

norreativas com o soro antiinsul¥nico.



2. PROGRAMAGAO EXPERIMENTAL

Para alcangar nossa proposicao fez-se necessario:

1.- Marcagao do hormonio e o preparo do soro antiinsulina para obtengdo
dos reagentes essenciais (antigeno marcado e anticorpo especifico)
para aplicagdo do método do radioimunoensaio ao estudo da insulina

plasmatica.

2.- Fracionamento em coluna de exclusao molecular Sephadex G-50 fino da
insulina plasmatica para a separagao dos seus componentes imunorrea

tivos.
2.1. RADIOIMUNOENSAIO

Para a execucao do método do radioimunoensaio sao neces-
sarios o hormonio marcado puro e o anticorpo especifico. A concentragao
de hormonio em amostras desconhecidas & calculada por comparagao da rea
tividade imunoquimica com solucoes de referencia contendo massas conhe-

cidas deste hormonio.

A avaliagao das caracterIsticas das diferentes fases ope

asMTYTO pPE ENERGIA ATORCS




‘racionais necessarias para a dosagem da insulina no plasma (radioimuno-
ensaio) foi desenvolvida em trabalhos anteriore:g]"]2’13’]4) dos quais
resultou a conclusio de que seria um metodo exato, especifico, dotado

de excelente reprodutibilidade.

Nesta fase de nosso trabalho‘passamos a preparar o soro
antiinsulina baseados no principio de que os hormonios peptidicos se
tem mostrado antigénicos em animais de laboratorio, existindo porém uma
consideravel variabilidade no grau de antigenicidade. A cobaia & parti-
cularmente Util para se obter ¢ soro antiinsulina porque a insulina de
cobaia difere por um grande nimero de aminoacidos, 17, da molééu?a da
insulina humana ou de porco"s), sendo que a insulina humana difere da

de porco por um aminoacido apenas, na cadeia B.

0 requisito essencial para um radjoimuncensaio sensivel
€ a obtencdo de anticorpo que reaja com o hormonio, com energia de liga
¢ao apreciavel, refletindo-se essencialmente na queda inicial da curva
dose-resposta. Pelo fato de nao se conhecer nenhuma forma para estimu-
lar a produgdo de anticorpos especificos, sO por tentativas €.que pode-
remos obté-los, quanto maior for o nimero de animais imunizados maior

sera a probabilidade de se obter um anticorpo satisfatorio.

2.2, FRACIONAMENTO, EM GEL SEPHADEX G-50 FINO, DA INSULINA
PLASMATICA, PARA A SEPARAGAO DOS COMPONENTES IMUNORREATI
YOS,



Quando o plasma & passado através de uma coluna de poros

granulosos, do gel de Sephadex, as moleculas aparecem nos efluentes em
ordem decrescente de seu tamanho. Assim, a separacao dependera da dis-
tribbigéo dos pesos moleculares da mistura que se gquer fractonar, cada

tipo de Sephadex separando proteinas com diferentes pesos moleculares.

Com a filtrac3ao do plasma em Sephadex G-50 fino, a insu-
lina endogena imunorreatfva & recuperada em dois picos: uma fracdo = €
eluida em tubos correspondentes ao peso molecular 9000, zona primaria-
mente de eluigdo da proinsulina ("insulina pesada”), e outra fragao de
insulina, com’maior 1muﬁorreat1vidade, sendo eluida nos tubos correspon
dentes ao peso molecular 6000, zona de eluigao da {nsulina cristalina
de porco ou humana ("insulina leve")(7). Pode ser encontrado também, po
rém raramente e em casos de {nsulinoma, uma fracao de insulina imunorre
ativa na zona de eluicao da albumina sérica, correspondendo a "insulina

superpesada".



3. MATERIAL E METODOS

3.1. RADIOIMUNOENSAIO

Para aplicacao do metodo de radioimunoensaio em eluatos
de plasma fracionados em Sephadex G-50 fino, a insulina e a proinsulina
de porco foram radioiodadas de acordo com o metodo de Hunter e Green-

4(16,17)

W00 com as modificagcoes sugeridas por Yalow e Berson(18), como

utilizado em trabalhos anteriores(]]’]2’13"4).

0 soro antiinsulina de porco foi preparado por meio de

imunizagoes sucessivas em cobaias.

Utilizamos como tecnica de separacao do complexo insuli-
na radioativa-anticorpo (bound-B) do antigeno marcado livre (free-F) pe
la adsorgao do hormonio livre a fase solida de uma suspensao de carvao-

-dextrana-70, na proporgao de 10:1(]9).

3.1.1. Antigeno marcado.




0s antigenos marcados foram purificados em gel de
amido e coluna de exclusdo molecular Sephadex G-50 fino, sequndo a téc-

nica ja descrita e por nos utilizada(11:12,13,14)

3.1.2. Anticorpo especifico.

0 anticorpo especifico foi preparado por imuniza-
éio em cobaias com insulina de porco (40 U/ml1) e glucagon comercial
("Li1ly") emulsionados no adjuvante de Freund, na proporcao de 1:1:2 ,

homogeneizados até obtencao de uma mistura cremosa.

Para cada cobaia a ser imunizada aplicaram-se 3
doses da emulsdao em injecoes subcutaneas, com intervalo de duas semanas

entre cada uma delas.

Evitou-se a reacao hipoglicemica adicionando-se o
aclicar ao alimento e agua, a serem injeridos pela cobaia nas 24 horas.
apos a injecdo, alem do proprio glucagon, da mistura imunizante, pela

sua propriedade glicogenolitica.

Quinze dias apos a terceira dose, retiramos o san
gue, por pun¢do cardiaca. 0 soro, separado desse sangue por centrifuga-
cao, teve seu tTtulo determinado, ou seja, procurou-se a maior diluicao
na qual o anticorpo se liga a quantidades constantes de insulina marca-

da.

Preparamos diluicoes de 1:100, 1:1000, 1:10000

{HSMTUTO DE ENERGIA ATOMICA



1:100000 do soro das cobaias imunizadas, em diluente padrdo (tampao-ve-
ronal 0,025 M com 0,25% de albumina humana “"Merck", a que se acrescenta
ram o soro de cobaia normal 1% e insulina marcada 1000 cpm/ml) observan
do-se a ligagao do antigeno ao anticorpo pela determinacdo da relacao
do antigeno radioative ligado (B) ao livre (F), apos 24 horas de reacdo

a temperatura de 4°C,

A imunizacao foi continuada somente nos animais
que apresentavam titulo crescente de anticorpo. Esses animais (tres co-
baias) receberam um reforco de 0,5 ml da emulsao imunizante, cada quin-
ze dias, durante dois meses, Dez dias apos foi realizado nova sangria e
o soro dilyTdo a 1:1000 (solucdo estoque) em solucao de cloreto de so-

dio 0,9%, contendo mertiolato, como conservativo a 1:10000.

3.1.2.1. Titulo do anticorpo.

Para observarmos a energia de ligacao de

soros antiinsulinicos disponiveis preparamos diluicGes de  1:50000, 1:

125

100000 e 1:150000 do antisoro, usando insulina de porco 1 como traca

dor.

3.1.2,2. Sedecao do anticorpo.

A partir da solucao estoque (diluicao 1:
1000) do soro das trés cobaias que reagiram ao antigeno, foram realiza-

das curvas-padrdo preparadas com insulina humana, recristalizada seis
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vezes, e insulina de porco 125

I, como tracador, sendo a diluigao do an-
ticorpo a 1:150000, no volume final de 1ncﬁbag50. éscolhemos esta dilui
cao porque nas provas de titulo, apds o reforco de imunizacao, apresen-
tou uma relacao B/F adequada (ao redor de 1) para as tres cobaias, con-

forme sera mostrado posteriormente.

Para medida de concentracoes baixas de
hormonio (insulinemia basal) torna-se necessario uma diluigao posterior
do antisoro para maior sensibilidade que & dependente da constante de
equilibrio da reagao antigeno-anticorpo (lei da a¢ado das massas). Nes-
tas condigoes, deveremos obter o mesmo B/F, ainda que elevando em dobro
a radioatividade, o qual correspondeu a um valor de 0,5. Para tal, uti-
lizamos insulina humana padrdo nas concentracdes de 0,005 a 0,05 mug/ml
e diluicoes de antisoro a 1:300000, 1:450000 e 1:600000 na presenca de

500 e 1000 cpm/ml de insulina de porco 125

I.
A maior diluicao do antisoro, determinan
* -~ -
do uma queda satisfatoria da relacdo B/F Vs {H} e concentracao de tra-
cador suficientemente pequena, para leitura satisfatoria (1000 cpm/ml),

sera a adequada para um ensaio sensivel, em baixos niveis de insulina.

Nas condig&es habituais de trabalho, o
anticorpo selecionado (cobaia n¢ 3) e sua diluigdo adequada (1:150000 )
foram utilizados na reacdo de competicao entre antigeno marcado e frio,
para a'quantificagio dos componentes imunorreativos, separados em Sepha

dex G-50 fino, por radioimunoensaio.

* - - - ~
{H} = concentracao de hormonio padrao (nao marcado)




N

3.2. FRACIONAMENTO DE AMOSTRAS DE PLASMA EM GEL SEPHADEX G-50
PARA CARACTERIZAGAO DOS COMPONENTES IMUNORREATIVOS DA IN
SULINA PLASMATICA.

0 gel Sephadex G-50 fino (lote n® 9787, tamanho da parti
cula 20-80 u, do laboratorio "Pharmacia", Uppsala - Sugcia) foi intumes

cido em tampao -veronal 0,025 M, pH 8.6, durante 30 dias.

A coluna cromatografica com 9 mm de diametro interno e
600 mm de comprimento (série "LKB 4200"), com sistema de refrigeragao -
externa, fol embacotada com gel intumescido em tampao -veronal 0,025 M

nH 8.6, com um periodo de 5 dias de preparo.

Para a alimentacao da coluna, utilizou-se uma bomba pe-
ristaltica "LKB", modelo 4912, a uma velocidade suficiente para a reso-
lugdo satisfatdria das amostras através da coluna (12 a 18 horas por a-

mostra).

Apos a aplicacao da amostra, na coluna, utilizamos vero-
nal-aibumina (tampao -veronal 0,025 M, pH 8.6, contendo 0,25% de albumi
na "Merck") como eluente e coletamos fragoes de 1 ml no coletor de fra-

coes "UltraRac 7000", na camara de refrigeracao correspondente.

Empregou-se um coletor automatico para obtengao de ali-

quotas iquais dos eluatos da coluna.

INSTIYUTO DE ENERGIA ATOMICA
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3.2.1. Fracignamenty de plasma com tracadores radicati-
131

vo5: albuming humana
IEEI

I, proinsulina de vporco
1251 8

1nsulina de porco

Infeialmente, wma amostra de plasma () ml) foi en

riquecida com aibumina humana 1311, proinsulina de porco 1251 e 1251 pa
ra cbservarmos, por mefo de picos de atividade, determinados em conta-

dor de cintilagao tipo "pogo* (Nuclear Chicage), os tubos de eluigdo em

que era recuperada a proinsulinz de porco 125I.

Procedeu-se a novo fracionamento, nas mesmas con-

dicoes, substituinde a proinsulina de porco 125

]ESI.

I por insulina de porce

Com estes dols fracionamentos abtinhamas a Tacali

' zagio dos tubos correspondentes aps efluentes da preinsulina e insulina

1251. em ralacap & albumina humana 1311 & 125; jndicatives de

de porca
substancia de elevads e reduzido peso molecular, respectivamente, e as-
sim excluTdos da celuna logo nro infcio e no fim do perTodo de colegan

dos efluentes.

Em um nove fracionamenta, onde o plasma foi enri-

quecido com todos os tra;;dnres: albuninz humana 131

125, . 125,

I, proinsulina e in
sulina de porco I, 05 picos de atividade foram coincidentes

com o5 fracionamentos parcials antertores.

Para melhor resolugao da coluna, traba1hamos 5 BN -
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pre nas condigdes ja indicadas, ou sejam, pequeno volume de plasma {1
mT},.Sephadex G-50 fino intumescido por 30 dias, para completa  expan-
sio do get, coluna de 9 mm por 600 mn i 4°C, levando cinco dias pars

ser preparada.

A celuna fol sempre eguilibrada e desenvolvida

coit 0 mesmo diluenta usado no ensafe (veronal-albumina}.

3.2.2. Concentracao de fnsulina imunorreativa em eluatos

da coluna de Sephadex G-50 fino de amostras " de

plasma de individuos narmais e do paciente _J5¢

(insulinoma).

No fraclonamenta de amostra de plasma, para a

. quantificagao dos componentes imunorreativos da insulina, aplicamos 1

ml desta {enriquecida com pequena guantidade de albumina humana 131!

125 o

insulina de porca 1251] e coletamos fragoes de 1 ml que foram me
didas no contador de cintilagao tipo “pogo” parz localizar a  albumina

plasmatica, a regide da insulina e o pico do fodeto radioative.

As fracoes entre a albumina plasmatica e o pico

do iodeto foram estocadas a 4°C, até analise posterior.

Para o estudo da propargao de insulinas "pesada e
leve*, em normals, utitizamos cinco individuos, indicades na Tabela A,

coletando trés anostras de plasma: ‘basal, 60 e 120 minutos, apos a in-



TABELA A

DADOS CLTHICOS DOS CONTROLES NORMAIS ESTUDADOS

PACIEH%E IDADE ékHD PESD ALTURA
* namero e iniciais {anus} {ka) {cm)
1 15 18 M 63,5 E 1,75
2 | -ES. 36 F 48,0 1,52
i w8 18 F 54,6 1,68
O 21 R 1,57
5 LS 24. ‘ F 51,8 1,67
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gestdo de 100 g de glicose oral em solugdo a 25%,

Do paciente J3C, com {nsulinoma, comprovade cirur
gicamente (tumer da cauda do gpancreas) coletamos 04 ampstras de plasma
(60 e 120 minutos apos a ingestao oral de 100 g de glicose e basal, e
‘oito minutos apos a injegdo intravenosa de um grama de éuIbutamida. o]

dois minutos).

As amostras de plasma foram fracionadas na mesma
. coluna de Sephadex G-50 fino mantendo constante o fluxo de eluicac, num

e

perfodo de 18 horas por amostra.

Para o ensala, cujos princfpios e métedos ja fo-

AL1213,08)  oreparou-se  uma

ram descyritos para a insulina plasmatica
serie de tubos contendo num volume final de 2,5 ml por tubo: veronal-zl
bumina, insulima de porco 125I 1000 cpm/ml, soro antiinsulina na diluj-
cao final de 1:159&ﬁﬂ, soro normal de cobaiz 1% e insulina humana  re-
¢ristalizada 0,01-1 mug/ml (curva-padrio) ou uma atiquota de 0,2 ou 0,4

ml do filtrado em Sephadex G-50 fino.

Para bravar a imunerreatividade da proinsulina pe
rante ¢ antisoro utilizado, preparamos duas curvas-padrao [peso~volume,
usando proinsulina de perco e insulina humana como padrao, _respectiva-
mente, 1nsulina de porco 1251 como tracador ¢ sora antiinsulina de por-

co.

Para compararmmos a {munorreatividade das insuli.

IERTITINN MF ENFBria svAsnea
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nas'“pesada e leve", preparamos, em duplicata, a partir de uma mistura
de {nsulinas “"pesada e leve" obtidas do plasma do iasulinoma, no Sepha-
dex G-50 fino, dilvigdes de acordo com a Tabela B e cujos resultados fo
ram cologedos sna curva-padrao de proinsulina de porce e §nsulina  huma-

na, respectivamenta.

Caleulamos a concentragao correspondente a cada
diluigao {11da na curva-padrdo corraspondente) e langamos em  ordenada -
de grafico Ylnear comtra yalures de di]ui;EDIdECFESCEHtE de insulinas
“pesada e leve" (prova da diluigao como requisito necessarfo para aﬁall

acao de especificidade da fragio.coletada).



TABELA B

DILUICOES DE UMA MISTURA DE INSULINA LEVE (IL)
E UMA MISTURA DE IMSULINA PESADA {IP)

YOLUME DA MISTURA o : .
Tugos ' VERONAL-ALDUMINA | PILUICAD
It IP FINAL
KOMERD
ut ul unl
1 400 . 1:6,25
2 " 300 . 180 1:8,33
3 200 200 1:12.,5
A 100 300 ):28
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4. RESULTADOS

4,1, RADIQIMUNOENSAIO _ N

4,.1.1, ‘Ant¥geno marcado: eficlencia da marcagao.

" A insulina e proinsulina de porco, marcadas  com
I'251. apresentaram rendigentos percentuais que variaram de 60 a 70% {Ja

 bela 1},

Na Figura 1, estd a_autoradiografia da eletrofore
se e gel de amido dos hormonios imediatamente apos a fodacdo. A fragao
2, normalmente utilizada, & depurada dos componentes danificades & ioda
livre por passagem em Sephadex G-50 fino. MNa cromatografia de exclusdo
molecular [Sephadex G-50 fino), a pureza fimal desses hormonios variou

de 9 a 98% (Tabela II).

4.1.2. Anticorpo especificeo.

4.1.2.1. Titulo do anticorpo,



TABELA |

CONTROLE DA EFICIENCIA DE MARCAGAO DA INSULI-
NA DE PORCO 251 £ PROINSULINA BE poRCO 1251

EFICIENCIA PORCENTUAL DE MARCACAQ

PARTIDA
HONERC HsuLIng 125 PROTNSULINA 1251
1 66 67
2 - _ 70
Sa. 70 B
4 o 65
5 60 | 60

19



20

FIGURA 1

AUTO-RADIOGRAF 1A DE ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO DE PROINSULINA DE PORCO
125 £ INsULINA DE PORCO 1251,  IMEDIATAMENTE AROS A IODACHO .

ORIGEM

e = e : : S LR —

" proInsuLINA 1297 msoLina 1237

\MSTTUTO DE EHERGIA ATOMGA



TABELA II

CONTROLE D PUREZA DAS FRAQOES DE INSULINA £ PROLNSULINA DE PORCA 125

SEPARADAS POR ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO {COMPONENTE 2, FIGURA 1) !
POSTERIOR CROMATOGRAFIA EM EﬂLUﬁﬂ DE SEPHADEX G-50 FINO

‘ BISTRIDUICKO DOS VALORES PORCENTUALS DE PUREZA NAS DI-
PARTIDA. ' FERENTES FRACDES ELULDAS
ENSULINA 1271 PROINSULINA 12]
ELUATOS ' ELUATOS
NOMERD NOMERD NOMERD
} 2 3 I 2 3

1 36 98 98 g4 95 95
2 97 38 98 95 95 95

3 96 97 97 94 94 95
4 04 9% 97 | 95 96 06
5 95 97 58 34 95 95




22

A Tabela III reune os dados numéricos da
relagao B/F das diluigbes do soro das tres cobaias que apresentaram ti-

tulo adequado de antisoro.

A Tabela IV reune os dados numericos da

relagao B/F das diluigoes 1:50000, 1:100000 e 1:150000, preparadas com
o soro das tres cobaias que, previamente experimentadas quanto ao tYtu-

lo de anticorpos, receberam reforgo de imunizacao.

4.1.2.2. Selecdo do antisoro.

Na Figura 2 esta indicada a relacao en-
tre a concentracao de insulina humana {H} e o correspondente B/F obtida
com os antisoros das tres cobaias que apresentaram titulos crescentes -
de anticorpo. Observamos que o anticorpo da cobaia de n9? 3  apresentou
uma relagdo B/F adequada 1,16 na ausencia de hormonio frio, {nclinagao
da curva de valores mais baixos de {H} - sensibilidade boa e, alem disf
s0, este antisoro permitiu medidas satisfatorias de {H} até 1,00 mug/ml
ou seja, apresentou, na diluicao utilizada, suficiente precisao, Portan
to, a cobaia n? 3 foi escolhida como fonte de antisoro porque este apre

sentava sensibilidade e precisao satisfatorias nas condicoes de traba-

1ho.

Na Figura 3 esta indicado o estudo das

dilui¢oes maiores de antisoro (1:300000, 1:450000 e 1:600000) e concen-
tragao baixa de tragador (500 e 1000 cpm/ml). Como se podera notar a di

luicao de 1:600000 fof a mais adequada para estudos de concentracgoes



TABELA III

PROVAS DE TITULO DOS ANTISOROS PRODUZIDOS EM COBAIAS IMUNIZADAS COM
*
ANSULINA DE PORCO CRISTALIZADA (B = ANTIGENO RADIOATIVO LIGADO ,
F = ANTIGENO RADIOATIVO LIVRE)

DILUIGDES
COBAIAS
1:100 1:1000 1:10000 1:100000
NOMERO B/F B/F B/F B/F
1 7,68 5,19 2,58 0,22
2 7,07 2,58 0,95 0,19
3 7,43 4,25 1,44 0,19

” - 1 » -
Primeiro ensaio: duas semanas apos a terceira imunizacao das co-

baias, 24 horas de reacao com insulina de porco 125
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TABELA 1V

PROVAS DE TITULO DOS ANTISOROS PRODUZIDOS EM COBAIAS QUE RECEBERAM RE-
FORCO DE IMUNIZACAO . TRACADOR INSULINA DE PORCO '2°I. (B =  ANTIGENO
RADIOATIVO LIGADO, F = ANTIGENO RADIOATIVO LIVRE)

COBAIAS DILUIGOES
1:50000 1:100000 1:150000
NOMERO B/F B/F B/F
! 2,48 1,90 1,34
? 2,39 1,50 1,00
3 2,45 | 1,70 1,09

* - N " . -~
Segundo ensaio: dois meses apos o infcio da imunizacdo de reforgo.



FIGURA 2

SELEGKO DOS ANTISOROS
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COMPARAGAQ DOS SOROS ANTIINSULINA DAS TRES COBAIAS QUE APRE
SENTARAM TTTULOS CRESCENTES DE ANTICORPQ, NA OILUIGAO DE
1:150000, PARA VALORES DE INSULINA HUMANA PADRAO ENTRE 0,01

A 1,00 mug/ml.
125

TRAGADOR: INSULINA DE PORCO I - 1000 cpm/ml

. 125
Insulina I
B/F
1,4 4 .
CONCENTRAGAD OF RELACRO B/F
INSULTRA HUMANA
nyg/ml cobafa 1 cobala 2 cobafa 3
1,2 4q
& - 1,30 1,00 1,16
1,20 0,86 1,07
1,17 0,65 1,04
1,004 1,12 2,50 0,24
1,09 0,59 0,90
0,85 0,47 0,89
0,56 0,30 0,68
0,8 1 0,29 0,23 0,49
0,24 0,19 0,43
0,17 0,15 - 0,35
0,13 0,12 0,22
0,6 +
0,08 0,09 0,18
0,08 0,08 0,14
0,4 |
0,2 4
e A, F} . N
4 L} ki e R -
0,2 0,4 0,6 0,8 1,00 (myg/ml de insulina
humana)

{H}
IBSTITUTO DE ENERGIA ATOMICA
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FIGHRA 3

COMPARAGAO DAS DILUIGUES DO ANTISORC DA COBAJA N9 3 PARA VA
LORES DE YHSULINA HUMAMA PADRAO ENTRE 0,005 a 0,05 mugfml

TRAGADOR: INSULINA DE EFQRCOD 1251 - 500 e 1000 cpniml
Insulina 125[
BfF
1,4 . — - e
COUCENTRATAD BE © RELACED BT
_ LISULINA HHIARY ah luf s3n
, 1:200LD0 LELLA 22T AT
500 cpal Lo/l LA erer/al r‘nn.rﬂ
1,2 + 1:300000 s [ieeo | w0 (100 | soa [ roen
- 1,35 |0.90 (065 |0, 09 [0.50 (0,44
0015 1,21 (0,85 [0.72 |0.75 |o,30 10,44
2,013 V.27 |0.80 (D5 [0,70 14,38 jt40
. [ 4] 1,00 0,73 650 jo65 (0,40 (0,32
1,001 0,05 e [gee feso lom | - |oua
0,8 1060 cpm
léjﬂﬂuﬂn
0.6 208 cpm ’
' 11450000
1600 cpm
13450000
0,4
1000 cpm
1: 600000
0'2 L o
* i T 3 5 ] ] -
0,025 0,05 (mpg/ml de insulina humana)
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baixas de insulina (insulinemia basal}, pols a relagdo B/F, ra auséncia
de-horménio nao marcado, fol similar para os dois niveis de tragador e

correspondey a um valor cde 0.5,

4.2, FRACIONAMENTO DE AMOSTRAS DE PLASMA EM GEL SEPHADEX G-50

FINO PARA CARACTERIZACAD DOS COMPONENTES IMUNORREATIVEDS
DA INSULINA PLASMATICA,

4.2.1. Localizacéo da profnsulina e {msulina de porco
1251 - )

A Figura ¢ representa tres fracionamentos de uma

amostra de plasma enriquecido com tragadores: albumina humana ]311, pro

125, , 125

insulina de porce 1251, insulina de porce E; em A representa-

inos ¢ fracignamento de plasma humano enriquecido com albumina humana

125; , 1

1311, preinsu}ina 251, Dbserva-se que as substincias sio exclul

das da coluna de Sephazdex na ordem de peso molecular decrescente; albu-

125y 1

mina humgna ]311. proinsulina de porce 251. respectivamente, co

mo seria de se esperar.

fez-se o mesmo fracfonamento, Figura 4-B, substi-

125 por insulina de porco 1251. notando-

tuindo a proinsulina de porco
se, em comparigdo ao estudo previe, que a insulina, por ter peso molecu
Aar menor, surge entre 40 e 60% de volume de eluicao, enquantn a proin-

sulina aparecey entre 2{ & 40%.



SULINA NE FORGCO 1251; INSTLINA DE BORCOD 1251 o 125]:
proinsulina 12_51 ] 125'[
albemina 1311
A
L
o : ) ' + ' 75
— I
- .
- insulina 1251
x T
B
= 131
= aibunina 1 =
T
v
-
L
o
<
- } t '
o
125
g inaulinalz'r'l L
1008 o pminaulinuuSI 3
albumina 1311 ’
C
1000 |
~— O 3y v :D—l _ 30 Tta 171 I:?.S
PORCENTYAL DO VOLUME DE ELUICAD ENTRE O PICO DA ALBUMINA [ e i

F I 6 UYURA 4

FRACIONAMENYO DE PLASMA EM SEPHADEX G-50 FINO COM
ADICAD DOS TRAGADORES: ALBUMINA HUMANA 1311; PROIN

2t
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Quando o plasma foi enriquecido com todos os tra-

cadores: albumina humana ]311, proinsulina de porco ]251, {nsulina de
porcolzsi e ?251 (Figura 4-C) confirmaram-se os achados parciais ante-
riores.

4.2.2. Concentracao de insulina imunorreativa, em elua-

tos da coluna de Sephadex G-50 fino, de amostras

de plasma de individuos normais e do paciente JSC

(com insulinoma).

Nas Tabelas V, VI e VII estao os resultados reali

zados nos cinco individuos normais.

A Figura 5 indica o fracionamento tipico da insu-
Vina p1ésm5t1ca em um individuo normal durante o teste de tolerancia a
glicose.

’ .

Na Tabela VIII os resultados no paciente JSC.

As Figuras 6 e 7 representam graficamente os re-
sultados da Tabela VIII, onde o porcentual de cada componente e defini-
do cemo a concentragdo (mug/ml) de insulina imunorreativa recuperada no

pico correspondente em relacdo a insulina imunorreativa total.

A recuperacao porcentual da insulina € definida

como a soma em myug/ml dos picos imunorreativos por volume de plasma
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TABELA ¥

TESTE DE TOLERANCIA K GLICOSE ORAL EM INDIVIDUOS NORMAIS

PACIENTE | TEMPO | GLICEMIAS | IRI” INSULINA | INSULINA
LEVE PESADA
NOMERO minutos mg/d1 mug/ml mug/ml mug/ml
0 87 | 1,00 0,80 0,19
1 60 108 10,00 8,89 1,08
120 90 10,00 8,45 1,59
0 9 0,40 0,32 0,08
2 60 82 5,60 5,05 0,58
120 62 3,75 3,25 0,52
0 70 0,50 0,40 0,10
3 60 106 9,85 9,07 0,77
' 120 74 4,55 3,91 0,62

0 78 0,50 0,40 0,09
4 60 1s 5,00 4,58 0,40
120 86 2,00 1,70 0,29
0 91 1,00 0,81 0,18
5 60 148 22,00 20,40 1,61
120 104 7,00 1,53 1,15

*
Insulina imunorreativa total.

hk - . .
Componentes imunorreativos de insulina plasmatica (insulinas pesada

e leve) nos eluatos da coluna de Sephadex G-50 fino.

(HSTITUTO DE ENERGIA ATOMICA
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TESTES DE TOLERANCIA A GLICOSE ORAL NOS INDIVIDUOS NORMAIS

PORCENTUAIS DE INSULINAS "LEVE E PESADA" NOS ELUATOS DA COLUNA DE SEPHA

DEX G-50 FINO DE AMOSTRAS DE PLASMA

PORCENTAGEM DA INSULINA IMUNORREATIVA

PORCENTAGEM DE

PACIENTE | TEMPO
TOTAL RECUPERACAO
NOMERO |MINUTOS| INSULINA LEVE INSULINA PESADA DA COLUNA
0 80 20 63
i 60 89 n 48
120 84 16 59
0 80 20 115
2 60 90 10 93
120 86 14 78
0 80 20 120
3 60 92 8 120
120 86 14 102
0 80 20 94
4 60 91 9 89
120 85 15 99
0 81 19 82
5 60 92 8 88
120 83 17 75
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TABELA VII

TESTE DE TOLERANCIA K GLICOSE ORAL

RELAGAO PORCENTUAL DE INSULINA PESADA (RELATIVA A INSULINA IMUNORREATI-
VA TOTAL) NOS ELUATOS DA COLUNA DE SEPHADEX G-50 FINO DE AMOSTRAS  DE
PLASMA DE INDIVIDUOS NORMAIS

PORCENTAGEM DA INSULINA IMUNORREATIVA TOTAL
PACIENTES
. "INSULINA PESADA"
NOMERO basal 60 minutos 120 minutos
1 20 n 16
2 20 10 14
3 20 8 14
4 20 9 15
5 19 8 17
X 19,8 9,2 15,2
tg M 0,45 1,30 1,30
* -
Media

ok .
Desvio-padrao
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(mg/ml) ' FIGURA &5
- 1T
CONCENTRAGAC DE INSULINA IMUNORREATTIVA APOS FRACIONAMENTO EM
COLUNA DE SEPHMADEX G-50 FINO DE AMOSTRA.DE PLASMA DE UM INDL
VIDUD HORMAL H.E. DURANTE TESTE DE TOLERANCIA & GLICOSE QRAL
| BASAL
/,,-’IA\,\ I W # /J‘.—i\*
4 oal ' -
o
]
fnw)
-«
[
L
i ) o
T —
L]
a
< o
=
&0 MINUTOS —
' =
=
) =
o
=
’—l [~
AT . ﬂ"ﬁ"“'\. LT
"insulina leya” “
] =
L
]
t og -t
[ -
_—
- . F=
120 MINUTOS “
'Eﬂu
“insulina pesada"j I
albumina 131 Tng. 1271 1151
- LY 4+ Y] 100
RORCENTUAL DO VOLUME DE ELUICAO ENTRE O PICO DA ALBUMINA P'T e do '2%1
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- TABELA VIII

TESTE DE TOLERANCIA X TOLSUTAMIDA E.GLICOSE NO PACIENTE JSC {INSULINOMA)

Cuncentraqiu da 1nsd*_]ina imunorreativa total e dnr; componentas imu
morreativos da insulina plasmatica {insulinas “Teve, pesada e Sti-
parpasada") nos eluatos da coluna de Sephadex G-50 fine

-

PROVA S LEVE | PESADA |SUPERPESADA
minutos ma/dl mig/m1 sug/ml (. mag/md | mpg/ml
- D 50 25 | 10,76 | 13.47 0,43
Tolbutamida| _ 8 a6 29 | 18,96 | 9,78 - 0,35
folerincta 60 |- 180 50 34,36 | 16,00 0,34
B glicose | 120 202 35 | 17,40 15,60 2,38
PORCENTAGEM OE INSULINA | °.
, IMUNORREATIVA ToTAL - - | PORCENTAGEH DE
PROYA | TEHPO RECUPERAGAC DA
: THSULIHA | INSULINA | INSULINA o
minutos| LEVE | PESADA | SUPERPESADA COLURA
- 0] 44 54 2 .2
Tolbutamida 8 |- 6% 4 - 1 33
TolerBneis | 60 | .66 | 3 0.7 30
a ghicose [ 4oy 49 s |. 1.0 26

iIBdAID pe EMERGIA AlCrca,
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FIGURA 6

.. {oug/ml) ]
1 940 i3
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i APTIS FRACIDONAMENTD EM COLUNA DE SEPHA-
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o PACIENTE JSE, 6D E 120-MINUTOS ARIS A
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FIGURA 7

CORCENTRAGAC LE INSULINA TMUHORREATIVA APOS FRACIONAMENTO
Bl COLUNA DE SEPHADREX G-50 FINO DE AMOSTRA DE PLASMA DD
PACIENTE JSC (BASAL E B MINUTOS ARGS
INJEQRO INTRAVENOSA DE TOLBUTAMIDA)

{mag/m1}
BASAL
o]
=
™
o
i
L]
2 2
& o
hdd d [
= o
- "{nauling leve" =

8 [ o
= —
5 =
3 —
v =
W = “insulina pesada” o
21 00t 3 =

=
g |3 i
‘5" iy 8 HINUTOS <

A — &
5 |34 :.‘ g
E — rad |—qr. -
g |4 % 3
el s | g ol

a H§ ]

= o i 1151. Lo

: , m_'i ) /d"'"':""\ —5
0 Y] w4 a0 .ad Ltho

PORCENTUAL DO VOLUME DE ELUIGKD ENTRE 0 PICO OA ALEUMINA '“11 e do 1201
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aplicado 3 coluna de Sephadex G-50 finc em relagdc.Z concentragiio total

de insulina em muﬁfml obtida no ensaio do plasma nao fracionado.

Pode~se observar, nas Figuras 5, 6 e 7 e Tabalas
¥l e VIII, que a proporgio de “insulina leve” caiu da amostra de 60 a
120 minutos pos-glicose com aumento proporcicral de "insulina pasada”,
havendo tambas wnm aumento significativo da porcentagem de "insulina su-
pérpesada“ em JSC, indicando que, com o passar de tempo, apds a carga
de glicose, haveria uma redugdo da fnsulina “bem formada” {leve}, com &
eliminagac de matnf prnﬁnrgﬁn dos precursores.

Com efelto, como se pﬂderi_ﬁntar na Flgura 7,
“apos a 1njecao da telbutamida, houve, em relagaa ao nivel hasal, uma
. e]{minqgih preferencial do hormonin pruprfamente_dito {("insulipa Teve")

e redugao dos dofs precursores, nz amostra de 8 minutos.

Para provar a especificidade das Insulinas “"leve
e pesada”, obtida na coluna de Sephadex G-50 fino, cumparad&s a jnsuli-
na e proinsulina, respectivamente, fizemos quatro diluigoes de uma nis=
tura dg “fnsulina lTeve" e oufra mistura de "{nsulina pesada”, obtidas
do paciente JSC, com elevados niveis de imunorreatividade [iabe!a X,

F1gur§ 8).

A Figura B mostra que as diversas diluigCes da
- "tnsulina leve" caem ao longo da curva-padrao de insulina humand & as
da "1nsufina pesada” ao Tongo da curva-padrao correspondente com proin-

sulina de porco. Este mesimo fate pode ser Expfessn cong Tndicade na Fi-
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YADELA IX .

CONCENTRAGDES DE UMA MISTURA DE INSULINA PESADA E UMA HISTURA DE INSULY
HA LEVE OBTIDAS ROS ELUATOS, OA COLUNA DE SEPHADEX G-50 FIND, ODE AMODS-
TRAS DE PLASMA DO PACIENTE JSC COM INSULINOMA, EM DIFERENTES ODILUICTES

FATOR DE INSULINA PESADA” - INSULINA LEVE
0ILVICAO B/F mug/m] BF mug/ml
116,25 054 | 0,9 o2 0,94
1:8,33 0,60 © 0,75 © 0,36 0,75
1:12,5 0,54 0,47 0,44 0,47
1:25 0,11 0,25 © 0,52 . 0,75
| | \

Coaficlente de coprelacioc r = -!},93- '

Valoras lidos nz surve~padedo com proinsalina da porca cristalizade,

C - ' .
~ Yaloren gbtidus na turva-padrao preparada com insulina humane crista
lizada.



Insulina
B/F

1,00

0,60

0,20

FIGURA 8

IMUNORREATIVIDADE DAS INSULINAS “PESADA E LEVE"

39

B8/F da insuiina ?251 € projetada como funcdo das concentra~-

dilui-
goes caem razoavelmente na curva-padrdo correspondente,

¢oes de insulina e proinsulina. As razoes B/F das

0 "insulina leve"

D "insulina pesada"

CONCENTRAGRO DE
INSUL THA HUMARA

E PROINSULINA DE  PORCO

RELAGAO B/F

mug/ml Insulina froinsuli‘na
- 0,86 0,86
0,02 0,66 0,76
1251 0,04 0,54 0,70
0,06 0,48 0,66
0,08 0,42 0,63
0,30 0,38 0,60
0,20 0,27 0,54
0,30 0,21 0,50
0,30 0,20 0,46
0,60 0,18 0,40
1,00 0,14 0,35

curva com proinsulina

curva com insulinag

5

(H}

IHNQYITIIIN NE FHEDCIA ATAMIWNa

1;00 (mug/ml de insulina

humana)
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gurs 9.

A Figura 8 tambem permité observar as caracterVs-
ticas da {munorreatividade da proinsulina em relacio a da insulina ,

pois para una mesma concentracio de horminic a relac3o B/F da fnsuling

125

de porco 1 foif muito diferente, aumentando & diferenga com a concen-

tragao progressivamente crescente de hormenia frio.

. Fazendo-se a lettura das relagdes B/F da prolasu-
Fina na curva-padrao de insulina nbtivepns concentragies  equivalentes
em 1nsulina humana, come indicado na quéla i.e, falcu?quu a pdr;entg
gem de redgic ¢ruzada do antisore utilizadn com a proinsulina em rela-
¢#o aquata com 2 fnsulina, pode-se verificar um mater porcentual de rea

¢ao eryuzada em base molar,



FIGiURA 9

EFEITO DA DILUTCKD DAS INSULINAS “PESADA E LEVE", OBTIDAS

DO PLASMA DO PACIENTE JSC. DILUICOES DIFERENTES LIGAS NA

CURVA-PADRAC RESPEE%I?R. AS CORCENTRACOES  CORRESPONDEM
LINEARMENTE COM © FATGR DE DILUICﬁﬂz

« "insulina pesada"

+ “{nsulfna leve"

(mug/mt}

COKCENTRAGRO DE IRSULINA “PESADA E LEVE"

o

1:25,00  1:12,50 ~  1:8,33 1:6,25
(PILVICACQ)
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5. DISCUSSRO

Os principios do ensaio radioimunologico se baseiam em rea-
¢oes de competicao entre hormonio marcado e frio, para os locais de fi-
xacao do anticorpo especifico e o resultado depende somente da intera-

(20),- sendo

¢@o dos reagentes, de acordo com a lei da acao das massas
tres os requisitos essenciais para a feitura do radiofmunoensaio: horm§
nio marcado, antisoro especifico e separacao das fragoes 1ivre e combi-

nada do hormonio marcado.

0s hormonios marcados, purificados em gel de amido, apresenta
ram na autoradiografia (Figura 1) migragoes diferentes para a insulina:

e proinsuiina de porco 1251. A insulina de porco ]251 migra na  frente

da albumina sérica e a proinsulina atras desta.

A eletroforese em gel de amido permite a separacao de insuli-
nas com diferente teor de iodo(21). Presumivelmente, moleculas com resi
duos de difodotirosina migram mais rapidamente para o anodo do que as

(22) em virtude de cada resYduo

com grupamentos tirosil monosubstituTdos
tirosina dilodada conferir, em pH 8.5, uma carga negativa adicional a

molécula. Alteracdo similar na mobilidade eletroforetica foi observada

INSTITUTO pg ERERGIA ATOMIC,
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para a proinsulina, porem as manchas nao foram tao nitidas como para &
insulina (Figura 1). Por outro lado, a cromatografia de exclusdo molecu
lar em Sephadex G-50 fino, onde as moléculas aparecem no efluente em or
dem decrescente de tamanho, a proinsulina surge antes da insulina nos
eluatos. A purificagao por este método apresentou quase a mesma eficien

cia para ambos os hormonios marcados (Tabela 11).

0 hormonio marcado, Separado dos outros componentes super-io-
dados, portanto com maior probabilidade de manutencdo da integridade 1-
munoquimica e estabilidade, uma vez excluTdos os componentes danifica-
dos e {fodo 1ivre, pela passagem em Sephadex G-50 fino, apresenta condi-

coes otimas para reagir com o anticorpo especifico.

Para a satisfacdo do segundo requisito, o preparo do anticor-
po fol inicialmente realizado com imunizagdo de 30 cobatas com insulina
de porco. Destes animais, 50% morreram e somente trés (Tabelas III e

IV) produziram antisoro com tTtulo crescente.

A cobaia de n® 3 apresentou os melhores resultados, como se
pode observar com a curva-padrdo (Figura 2), sendo a diluicao para B/F
20 redor de 1, de 1:150000. Em diluigoes maiores para determina§§o de
nTveis baixos de insulina (B/F = 0,5), a diluigdo mais adequéda fol de
1:600000 para 1000 cpm/ml de tragador (Figura 3). |

No fracionamento do plasma do paciente JSC, com insulinoma ,
obtivemos um pequeno porcentual de "insulina superpesada" de eluigao

precedente a insulina “"pesada" (Figuras 6 e 7), além dos dois componen-



45

tes da fnsulina plasmatica ("leve e pesada") normalmente observadas nos
- §ndividuos normais, recuperadas nos picos correspondentes a insulina e
proinsulina cristalizadas, marcadas com radiofodo e com identicos per-

fis de eluigao (Figura 4-C).

Embora variavel, o porcentual de recuperagao da coluna (48 a
120%), a relagao porcentual dos diversos componentes imunorreativos, em

cinco individuos normais, ndo sofreu alteragdo.

Quando comparamos a imunorreatividade do anticorpo com insuif
na humana padrao e proinsulina de porco padrdo, observamos menor efi-
ciencia no deslocamento do tracador pela proinsulina em relacdo a insu-
1ina, no sistema tracador-anticorpo anticorpo-tracador, considerando-
se as concentragoes de hormonio em unidades de peso-volume, porém a di-
ferenca diminue quando se consideram unidades de coﬁcentragéo molar (Ta

bela X).

Realizando-se a mistura de insulinas "pesada e leve", e]quas.
da coluna de Sephadex G-50 fino, as concentracoes obtidas por meio das
curvas dose-resposta (peso-volume), usando proinsulina de porco e insu-
Vina humana cristalizadas como padrdo, respectivamente, as relagoes B/F
das difuigaes cafram ao longo da curva-padrao correspondente (Figura 8)
ou Vinearmente com o fator de diluigao (Figura 9). Este fato indica ser
2 imunorreatividade das fracoes eluTdas similar aos padrbes cristalinos
utilizados, sugerindo, pelo menos com os dois criterios, exclusao mole-
cular e imunorreatividade com o anticorpo que a "insulina leve e pesa-

da" teém comportamento similar & insulina e proinsulina, respectivamen-
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te. Entretanto, Gutman et 31(23) apos obtengdo das componentes "leve e
pesada” da insulina imunorreativa, em coluna de Sephadex e subsequente
extragdo por solugdo zltool-acido e separacao eletrofor@tica em gel de
poliacrilamida, observaram uma quantidade significante de insulina imu~
norreativa migrando em posicao intermediaria entre a proinsulina e insu
Tina. Apos a hiperestimulagdo insular, em individuos normais, ndo encon
traram, entretanto, formas intermediarias circulantes. Em  individuos
obesos, apos estTmulo com glicose associada a tolbutamida, os picos de
proinsulina e insulina foram homogeneos em gel filtragao mas heteroge-
neos em eletroforese de gel de poliacrilamida, contendo especies 5nter-
mediarias. Isto sugefe que sao necessarios metodos mafs elaborados ‘do
que gel filtracao para avaliar a natureza da insulina 1munorreat{va em

condigoes patologicas.

Em condigoes de hiperestimulagao, estes mesmos autOres(23) ob
servaram (analogamente a que se poderia esperar no caso do paciente JS
C) o comportamento eletroforético do intermediario, no pico da “{insuli-
na leve", ser identico ao da diarginil insulina de porco, ao passo que
no pico da "insulina pesada” corresponderia a proinsulina desdipeptida-~

da (dipeptidio lisina-arginina).

Em condicoes basais, a "insulina pesada", nos cinco {ndividu
os nomais estudados, correspondeu a um valor médio * um desvio-padrao
de 19,8 * 0,45%. Apos a sobrecarga de glicose, a componente pesada vari
ou de 8 a 11% 5 9,2 ¥ 1,302 da concentracdo plasmatica total aos 60 mi-
nutos, retornando aproximadamente aos valores iniciais aos 120 minutos:

15,2 * 1,30%. Tais resultados s3o concordantes aos previamentes descri-
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ios(9°24).

Admite-se que a proinsulina, apos ser sintetizada no ribosoma
das celulas beta, € transportada para o aparelho de Golgi, convertida
em insulina e concentrada em granulos. A conversdo para a insulina pode
tomar lugar dentro desses granulos, ao amadurecerem, antes da secrecdo.
A sugestao de que o processo de conversdo nao seja completo e que um pe
queno porcentual do material imunorreativo no granulo protéico permane-
¢a comd insulina, esta de acordo com a secrecdo de pequenas quantidades
de proinsulina junto com a insulina, apos o estimulo com glicose, e a
proporgao relativa de proinsulina dependeria do estado de maturacaoc dos
granulos liberados. Por outro lado, deve ser considerada a possibilida-
de de secrecao de proinsulina, ou insulina independente da formacao de
granulos imaturos, ou de liberacado preferencial de granulos imaturos ou

pregranulos, apresentando um alto teor de proinsul1na(25)

. Isto, esta-
ria de acordo com a hipotese da liberacao de hormonio recem-sintetizado
na regiao de Golg! ou a dissclucdo seletiva de granulos recentemente

fanmados(ZG).

No paciente JSC, em relacdo ao basal medido, corresponden-
te ao dia da prova com tolbutamida (Tabela VIII, Figuras 6 e 7), 54% da
insulina imunorreativa total correspondiam a "insulina pesada" e 44% a
componente "leve", proporcac j2 elevada de "insulina pesada" altamente
sugestiva de secrecdo insular anomala, havendo apos 100 g de alicese,
uma elevacdo da proporcao de "insulina leve", 60 minutos apos a sobre-
cargs e retorno aos niveis basafs desta insulina (49%), no tempo de 120

minutos, mostrando que apesar de um porcentual mafs elevado do componen
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te proinsulina-simile a proporgao relativa da "insulina pesada e 1leve"
demonstrou a mesma dinamica qualitativa de seus componentes, como  nos
individuos normais (Tabela VII, Figura 5), também concordante aos pre-

viamentes descritos(27’28).

Em conclusdo, a presenca de componentes imunorreativos da in-
sulina, no sangue, desperta a atencao para a especificidade do radioimu
noensafo utilizado para medir a insulina plasmatica. Evidentemente, a
insulina n3o e a unfca protefna circulante capaz de reagir com este sis
tema de ensaio apresentado, como ja indicamos. A magnitude do erro in-
troduzido dependera da concentracao dos diversos componentes imunorrea-
tivos como tambem da reatividade relativa do antisoro com estas fra-

coes.

Quanto a "insulina superpesada", por ser raramente encontra-
da, em concentragdo suficientemente elevada, sua existéncia ndo & geral

mente uma complicacdo significante para o radioimuncensaic de insuli-

Nossos estudos indicam que o ensajo de insulina plasmatica to
tal (plasma nao fracionado), utilizando "insulina leve" como padrao e
um antisoro mais especifico para “insulina leve", porem tambem reativo
com"{nsulina pesada", produziria erros, porém estes seriam de importan-
cfa fisiologica pouco significante em virtude da menor reatividade do
anticorpo utilizado com as demais componentes da insulina imunorreativa

e pequena concentragdo da componente "pesada".

IRSTITUTO DE EWERGIA ATOMICA



49

6. CONCLUSOES

1. 0 radfoimunoensaio & método indicado para a caracterizacio

das componentes imunorreativas da insulina plasmatica.

2. A eficiencia de marcagao da insulina de porco e proinsuli-

na de porco sao iguafs ou semelhantes. A mobilidade destas

& diferente em gel de amido, a proinsulina migrando apds a albumina sé-
rica e a insulina 3@ sua frente. Por cromatografia de exclusao molecular

(Sephadex G-50 fino), a proinsulina surge antes da 1nsuliﬁa.

3. 0 soro antifnsulina, preparado em cobaia e usado em todas
experiéncias deste trabalho, mostrou ser de resposta imuno
10gica sensTvel, com bom titulo, portanto, um reagente adequado as rea-

¢oes de competicao.

4. A insulina humana & de melhor resolucao que a proinsulina

de porco frente ao mesmo soro antiinsulina.

5. A insulina plasmatica, fracionada em Sephadex G-50 fino,

apresenta um componente de mafor imunorreatividade, "insu-
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Tina leve", indistinguivel da insulina pancredtica e que reage com 0 SO
ro antiinsuiina e outro componente, "insulina pesada", eluido em filtra
gdo por gel, antes do componente leve e que possue reatividade com o $0
ro antiinsulina. No caso de insulinoma, observa-se outro componente imu
norreativo, "insulina superpesada”, de maior peso molecular, eluida an-

tes da “insuiina pesada", na regiao da albumina.

6. Nas condigoes experimentais de nossa pesquisa, o perfil da
eluigao das insulinas "pesada e leve" & similar aos da pro

insulina e insulina de porco ]251.

7. As concentracoes de amostras de insulinas "pesada e leve"

caem linearmente com a diluigao.

8. 0 ensaio de fnsulina plasmatica total (plasma ndo fraciona
do) nao esta invalidado desde que os erros adicionados pe-
la presenca de proinsulina sao de pequena monta, visto a pequena concen

tracdc e menor reatividade.

9. Em condicoes normais, a proporgao de insulina pesada fof
em média de 19,8; 9,2 e 15,2% no basal, 60 ¢ 120 minutos

apds a sobrecarga de glicose, respectivamente,

10. 0 porcentual de insulinas “pesada e leve" independe do por

centual de recuperacao da coluna.
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