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RESUMO 

Quando o plasma e f i l t r a d o em Sephadex G-50 f i n o , a insul ina 

imunorreativa e recuperada em dois picos: "insulina pesada", componen­

te de peso molecular maior, e "insulina leve"» componente de peso mole 

cular menor cujos volumes de e luição correspondem a proinsul ina è insu 
125 

. l ina de porco I , respectivamente. Em caso de insulinoma suspeito 

f o i detectada a presença de outra forma de insul ina imunorreativa, "in 

sul ina superpésada", e, a zona de e luição corresponde ã da albúmina sé ­

r i c a . Os eluatos correspondentes as insul inas " leve , pesada e superpe^ 

sada" foram ensaiados por radioimunoensaio, usando insul ina humana 
- . 125 

c r i s t a l i n a como padrão, insul ina de porco I como traçador e. soro an 

t i i n s u l i n a . O anticorpo obtido em cobaias mostrou-se sens i t ivo , poten 

te e adequado para o ensaio. A reat iv idade da insul ina e p r o i n s u l i ­

na f o i provada contra o anticorpo. A proporção r e l a t i v a dos v a r i o s 

componentes da insul ina imunorreativa to ta l no plasma foram experimen­

tadas nas condições basa is em cinco indivíduos normais e no .paciente 

JSC com insulinoma, antes e apôs o estímulo com g l i cose em todos , e 

tolbutsmida no paciente JSC. 
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ABSTRACT 

When human plasma i s f i l t e r e d on Sephadex G-SO f i n e , insul in 

immunoreactivity i s recovered in two peaks: "Big insul in", the higher 

molecular ueight component and "Li t t l e insul in", the lower molecular 

component, having e lut ion volumes that correspond to those of porcine 
125 125 

proinsul in I and porcine insul in 1 respect ive ly . The presence of 

a another form of immunoreactive insul in "Big Big insul in" was detected 

from an insuloma suspect and i t s e lut ion pattern corresponding to serum 

albumin. The eluates correspondent to "Big" and "Li t t l e" insul in as 

wel l as "Big Big" component were assayed by radioimmunoassay using cry¿ 
125 

t a l l i n e human insu l in as a standard, porcine insul in I as tracer and 

ant i insu l in serum. The antibody, raised in guinea-p igs , was 'sensit ive 

and potent being adequate for the assay. The r e a c t i v i t y of insu l in and 

proinsul in was tested against the antibody. The r e l a t i v e proportions 

of several components of to ta l immunoreactive insul in iî  plasma vere 

studied in basal condi^ipns in f i y e normal subjects and in |:he patient 

JSC with pancreatic insul in-secret ing ttznor as we l l as a f t er glucose 

st imuli in a l l and tolbutamide in JSC. 



1. INTRODUÇÃO E PROPOSITO 

A concentração da Insulina no plasma, em resposta a estímulos 

variados, tem sido estudada extensivamente desde o advento do radioimu-

noensaio. Entretanto, a natureza do hormônio circulante não está intei­

ramente esclarecida. 

0 reconhecimento na circulação, de múltiplas formas de vários 

hormônios peptTdicos tem estimulado a Investigação de componentes hormo 

nais de tamanhos diferentes e apresentando imunorreatividade de grau va_ 

rlãvel, 

Os hormônios peptTdicos, em virtude de seus nTveis plasmáti­

cos baixos, apresentavam sérias dificuldades de caracterização. Os meto 

dos biológicos utilizados para estudos desses hormônios careciam de sen 

s1bilIdade, especificidade e precisão^1K 0 emprego do rad1o1munoensa1o 

(baseado na competição do hormônio que se quer medir e sua forma "marca_ 

da" para o anticorpo específico) para mensuração dos hormônios peptTdi­

cos no plasma e o desenvolvimento de métodos de fradonamento, de proteT 

nas, dotados de resolução cada vez maior, facultaram novos meios visan­

do elucidar a natureza dos hormônios circulantes. 
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Estudos prévios relativos ã natureza da Insulina circulante 

mostraram ser Inteiramente análoga a insulina cristalina pancreática^2, 

3,4) 

Stelner et a l ^ estabeleceram que a Insulina 5 sintetizada, 

nas Ilhotas de Langerhans, como uma cadeia única polipeptTdica, de peso 

molecular 9000, prolnsulina, convertida, Intracelularmente, em insuli­

na. 

A proinsullna apresenta reação cruzada com o soro antünsuli-

m mas tem menor potincia biológica do que a insulina^*6), 

Roth et al^7) demonstraram que a Insulina plasmática humana 

Imunorreativa 5 separada em Sephadex G-50 fino em dois componentes que 

reagem com o soro antlInsuHna. Propuseram o termo "big 1nsul1n" ou "in 

sulina pesada" (IP) para o componente de maior peso molecular (cerca de 

9000), correspondendo principalmente a proinsullna, e "little Insulin" 

ou "insulina leve" (IL) para o componente eluido com a insulina crista­

lina, apresentando peso molecular da ordem de 6000. 

Rubenstein et a l ^ , também, fracionando plasma e urina por 

filtração em Sephadex G-50 fino obtiveram material imunorreativo seme­

lhante 1 insulina cristalina, recuperado na fração de peso molecular 

9000, ou seja, na região da "insulina pesada". 

Apôs a Ingestão de glicose, a proporção relativa de "insulina 

leve" aumenta na circulação em 15 a 30 minutos, baixando logo depois, 
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enquanto que a "insulina pesada" aumenta decorridos 90 a 120 minutos 

apôs a sobrecarga o r a l ^ . 

Adicionando-se insulina de porco, cristalina, purificada (in­

sulina pancreática) ao plasma, toda ela i recuperada na região da "insu 

li na leve". Mesmo quando a insulina pancreática é adicionada ao plasma 

contendo quantidades significantes de "insulina pesada" o hormônio adi­

cionado ê recuperado somente no pico da "insulina l e v e " ^ . 

Yalow e Berson^ 0^, por filtração em Sephadex G-50 fino de 

amostra de plasma de um paciente com insulinoma, observaram a presença 

de componentes imunorreativos, em relativa abundância, na zona de elui-

ção precedendo a "insulina pesada" e correspondendo a albumina humana 
131 

I. Designaram este componente como "Big Big insul1n"(1nsu11na super-

pesada), sugerindo que poderia ser o precursor da proinsulina. Em fil­

tração e ultracentrifugação mostrou um peso molecular de 100.000^°^. 

Em virtude do elevado interesse em se conseguir determinar as 

proporções desses diferentes componentes, bem como de outras substân­

cias com estrutura química semelhante ã insulina, propusemo-nos a padro 

nizar o método de fracionamento por filtração em Sephadex e técnica de 

quantificação por radioÍmunoensa1o das diversas frações da insulina 

plasmática em condições normais e em um paciente com secreção 1naproprj[ 

ada de insulina, por insulinoma, pelo conhecimento prévio, de que nesta 

condição patológica existem nTveis plasmáticos elevados de frações imu-

norreativas com o soro antiinsulTnico. 
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2. PROGRAMAÇÃO EXPERIMENTAL 

Para alcançar nossa proposição fez-se necessário: 

1.- Marcação do hormônio e o preparo do soro ant11nsul1na para obtenção 

dos reagentes essenciais (antTgeno marcado e anticorpo específico) 

para aplicação do método do radioimunoensaio ao estudo da insulina 

plasmática. 

2.- Fracionamento em coluna de exclusão molecular Sephadex G-50 fino da 

insulina plasmática para a separação dos seus componentes imunorrea 

tivos. 

2.1. RADIOIMUNOENSAIO 

Para a execução do método do radioimunoensaio são neces­

sários o hormônio marcado puro e o anticorpo específico. A concentração 

de hormônio em amostras desconhecidas ê calculada por comparação da rea 

tividade imunoquTmica com soluções de referenda contendo massas conhe­

cidas deste hormônio. 

A avaliação das características das diferentes fases ope 
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racionais necessárias para a dosagem da insulina no plasma (radioimuno-

m 12 13 14\ 

ensaio) foi desenvolvida em trabalhos anterior*» ' * 7 dos quais 

resultou a conclusão de que seria um método exato» específico, dotado 

de excelente reprodutibilidade. 

Nesta fase de nosso trabalho passamos a preparar o soro 

anti insulina baseados no princípio de que os hormônios peptTdicos se 

têm mostrado antigênicos em animais de laboratório, existindo porém uma 

considerável variabilidade no grau de antigenicidade. A cobaia ê parti­

cularmente útil para se obter o soro antiinsulina porque a insulina'de 

cobaia difere por um grande numero de aminoácidos, 17, da molécula da 

Insulina humana ou de porco^ 5^, sendo que a insulina humana difere da 

de porco por um aminoácido apenas, na cadeia B. 

0 requisito essencial para um radiolmunoensaio sensível 

e a obtenção de anticorpo que reaja com o hormônio, com energia de I1g£ 

ção apreciável, refletindo-se essencialmente na queda inicial da curva 

dose-resposta. Pelo fato de não se conhecer nenhuma forma para estimu­

lar a produção de anticorpos específicos, sÕ por tentativas ê que pode­

remos obtê-los, quanto maior for o numero de animais imunizados maior 

será a probabilidade de se obter um anticorpo satisfatório. 

2.2. FRACIONAMENTO, EM GEL SEPHADEX G-50 FINO, OA INSULINA 

PLASMÁTICA, PARA A SEPARAÇÃO DOS COMPONENTES IMUNORREATJ_ 

VOS. 
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Quando o plasma ê passado através de uma coluna de poros 

granulosos, do gel de Sephadex, as moléculas aparecem nos efluentes em 

ordem decrescente de seu tamanho. Assim, a separação dependera da dis­

tribuição dos pesos moleculares da mistura que se quer fracionart cada 

tipo de Sephadex separando proteínas com diferentes pesos moleculares. 

Com a filtração do plasma em Sephadex G-50 fino, a insu­

lina endógena imunorreativa é recuperada em dois picos: uma fração ê 

elulda em tubos correspondentes ao peso molecular 9000, zona primaria­

mente de eluição da proinsulina ("Insulina pesada"), e outra fração de 

Insulina, com maior imunorreatlvidade, sendo elulda nos tubos correspojn 

dentes ao peso molecular 6000, zona de eluição da insulina cristalina 

de porco ou humana ("insulina leve")^. Pode ser encontrado também, po 

rém raramente e em casos de insulinoma, uma fração de insulina imunorre 

ativa na zona de eluição da albumina serica, correspondendo a "insulina 

superpesada". 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. RADIOIMUNOENSAIO 

Para aplicação do método de radioimunoensaio em eluatos 

de plasma fracionados em Sephadex G-50 fino, a insulina e a proinsulina 

dè porco foram radioiodadas de acordo com o método de Hunter e Green­

wood^ 1 6 , ̂  com as modificações sugeridas por Yalow e Berson^ 1 8\ como 

utilizado em trabalhos anteriores^ 1 1» 1 2» 1 3» 1 4). 

0 soro anti insulina de porco foi preparado por meio de 

imunizações sucessivas em cobaias. 

Utilizamos como técnica de separação do complexo insuli­

na radioativa-anticorpo (bound-B) do antTgeno marcado livre (free-F) pe 

la adsorção do hormônio livre ã fase solida de uma suspensão de carvão-

Í191 
-dextrana-70, na proporção de 10:1v 
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Os antTgenos marcados foram purificados em gel de 

amido e coluna de exclusão molecular Sephadex G-50 fino, segundo a téc­

nica já descrita e por nos utilizada* 1 1» 1 2» 1 3» 1 4). 

3.1.2. Anticorpo específico. 

0 anticorpo específico foi preparado por imuniza­

ção em cobaias com insulina de porco (40 U/ml) e glucagon comercial 

("Lilly") emulsionados no adjuvante de Freund, na proporção de 1:1:2 , 

homogeneizados até obtenção de uma mistura cremosa. 

Para cada cobaia a ser imunizada aplicaram-se 3 

doses da emulsão em injeções subcutâneas, com intervalo de duas semanas 

entre cada uma delas. 

Evitou-se a reação hipoglicêmlca adicionando-se o 

açúcar ao alimento e água, a serem injeridos pela cobaia nas 24 horas 

após a injeção, além do próprio glucagon, da mistura imunlzante, pela 

sua propriedade glícogenolítica. 

Quinze dias após a terceira dose, retiramos o san 

gue, por punção cardíaca. 0 soro, separado desse sangue por centrifuga­

ção, teve seu título determinado, ou seja, procurou-se a maior diluição 

na qual o anticorpo se liga a quantidades constantes de insulina marca­

da. 

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

« • U T U T O D E EMERGIA ATÔMICA 
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1:100000 do soro das cobaias imunizadas, em diluente padrão (tampão-ve-

ronal 0,025 M com 0,25% de albumina humana "Merck", a que se acrescentai 

ram o soro de cobaia normal 1% e insulina marcada 1000 cpm/ml) observan 

do-se a ligação do antTgeno ao anticorpo pela determinação da relação 

do antTgeno radioativo ligado (B) ao livre (F), apôs 24 horas de reação 

a temperatura de 4°C. 

A Imunização foi continuada somente nos animais 

que apresentavam título crescente de anticorpo. Esses animais (três co­

baias) receberam um reforço de 0,5 ml da emulsão imunizante, cada quin­

ze dias, durante dois meses, Dez dias após foi realizado nova sangria e 

o soro diluído a 1:1000 (solução estoque) em solução de cloreto de só­

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

3.1.2.1. TTtulo do anticorpo. 

Para observarmos a energia de ligação de 

soros antiinsulTnicos disponíveis preparamos diluições de 1:50000, 1: 
125 

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

dor. 

3.1.2.2. Seleção dó anticorpo. 

A partir da solução estoque (diluição 1: 

1000) do soro das três cobaias que reagiram ao antTgeno, foram realiza­

das curvas-padrão preparadas com insulina humana, recristalizada seis 
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vezes, e Insulina de porco I, como traçador, sendo a diluição do an-

ticorpo a 1:150000, no volume final de incubação. Escolhemos esta dllui^ 

ção porque nas provas de tTtulo, apÕs o reforço de imunização, apresen­

tou uma relação B/F adequada (ao redor de 1) para as três cobaias, con­

forme será mostrado posteriormente. 

Para medida de concentrações baixas de 

hormônio (Insulinemia basal) torna-se necessário uma diluição posterior 

do antisoro para maior sensibilidade que ? dependente da constante de 

equilíbrio da reação antígeno-anticorpo (lei da ação das massas). Nes­

tas condições, 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 padrão nas concentrações de 0,005 a 0,05 mug/ml 

e diluições de antisoro a 1:300000, 1:450000 e 1:600000 na presença de 

500 e 1000 cpm/ml de insulina de porco I. 

A maior diluição do antisoro, determinan 
* 

do uma queda satisfatória da relação B/F Vs {H} e concentração de tra­

çador suficientemente pequena, para leitura satisfatória (1000 cpm/ml), 

será a adequada para um ensaio sensível, em baixos níveis de insulina. 

Nas condições habituais de trabalho, o 

anticorpo selecionado (cobaia nÇ 3) e sua diluição adequada (1:150000 ) 

foram utilizados na reação de competição entre antígeno marcado e frio, 

para a quantificação dos componentes imunorreativos, separados em Sepha 

dex G-50 fino, por radioimunoensalo. 

ÍH} o concentração de hormônio padrão (nao marcado) 
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3.2. FRACIONAMENTO DE AMOSTRAS DE PLASMA EM GEL SEPHADEX G-50 

PARA CARACTERIZAÇÃO DOS COMPONENTES IMUNORREATIVOS DA IN 

SULINA PLASMÁTICA. 

O gel Sephadex G-50 fino (lote n9 9787, tamanho da partí 

cula 20-80 u, do laboratorio "Pharmacia", Uppsala - Suécia) foi intumes^ 

eido em tampão -veronal 0,025 M, pH 8.6, durante 30 dias. 

A coluna croroatogrãfica com 9 mm de diâmetro interno e 

600 mm de comprimento (série "LKB 4200"), com sistema de refrigeração -

externa, foi empacotada com gel intumescido em tampão -veronal 0,025 M 

pH 8.6, com um período de 5 dias de preparo. 

Para a alimentação da coluna, utilizou-se uma bomba pe­

ristáltica "LKB", modelo 4912, a uma velocidade suficiente para a reso­

lução satisfatória das amostras através da coluna (12 a 18 horas por a-

mostra). 

ApÕs a aplicação da amostra, na coluna, utilizamos vero-

nal-albumina (tampão -veronal 0,025 M, pH 8.6, contendo 0,25% de albunn 

na "Merck") como eluente e coletamos frações de 1 ml no coletor de fra­

ções "UltraRac 7000", na câmara de refrigeração correspondente. 

Empregou-se um coletor automático para obtenção de alí­

quotas iguais dos eluatos da coluna. 

IMS TI TUTO DE ENERGIA ATÔMICA 
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3 .2 .1 . Fracionamento de plasma com traçadores r ad ioa t l -

131 

vos: albumina humana I , proinsulina de porco 

^ ^ ^ I , insulina de porco ^ ^ ^ I e 

Inicialmente, uma amostra de plasma (1 ml) f o i en 

131 12R I P í 
riquecida com albumina humana I , proinsulina de porco I e I p£ 

ra observarmos, por meio de picos de a t iv idade , determinados em conta­

dor de c in t i lação t ipo "poço" (Nuclear Chicago) , os tubos de eluição em 

125 
que era recuperada a proinsulina de porco X. 

Procedeu-se a novo_fracionamento, nas mesmas con-

125 

d içoes , substituindo a proinsulina de porco I por insulina de porco 

125 j _ 

Com estes dois fracionamentos obtînhamos a local_i^ 

zação dos tubos correspondentes aos efluentes da proinsulina e insulina 
ipc l'ai 1?'ï 

de porco I , em relação a albumina humana I e I indicat ivos de 

substância de elevado e reduzido peso molecular, respectivamente, e as­

sim excluídos da coluna logo no i n í c i o e no fim do período de coleção 

dos ef luentes . 

Em um novo fracionamento, onde o plasma f o i .enri-

131 

quecido com todos os traçadores: albumina humana I , proinsulina e in 

sulina de porco ^^^I e ^ ^ ^ î , os picos de at ividade foram coincidentes 

cm os fracionamentos parciais anter iores . 

Para melhor resolução da coluna, trabalhamos sem-
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pre.nas condições ja indicadas, ou sejam, pequeno volume de plasma (1 

m l ) , . Sephadex G-50 f ino intiimescido por 30 d i a s , para completa expan­

são do g e l , coluna de 9 mm por 600 mm a 4°C, levando cinco dias para 

ser preparada. 

A coluna fo i sempre equilibrada e desenvolvida 

com o mesmo diluente usado no ensaio (veronal-albumina). 

3 ,2 .2 . Concentração de insulina imunorreativa em eluatos 

da coluna de Sephadex G-50 f ino de amostras ' de 

plasma de indivíduos normais e do paciente JSC 

(insulinoma). 

No fracionamento de amostra de plasma, para a 

quantificação dos componentes imunorreativos da insulina, aplicamos 1 

131 
ml desta (enriquecida com pequena quantidade de albúmina humana I , 

125 125 

insulina de porco I e I ) e coletamos frações de 1 ml que foram me 

didas no contador de c in t i l ação t ipo "poço" para l o c a l i z a r a albúmina 

plasmática, a região da insulina e o pico do iodeto rad ioa t ivo . . 

As frações entre a albúmina plasmática e o pico 

do iodeto foram estocadas a 4°C, ate análise pos ter ior . 

Para o estudo da proporção de insulinas "pesada e 

l e v e " , em normais, utilizamos cinco indivíduos, indicados na Tabela A , 

coletando tres amostras de plasma: basal, 60 e 120 minutos, apÕs a in -



TABELA A 

DADOS'CLÍNICOS DOS CONTROLES NORMAIS ESTUDADOS 

14 

PACIENTE IDADE SEXO PESO ALTURA 

numero e i n i c i á i s (anos) ( k g ) (cm) 

1 IS 18 M 63,5 1,75 

2 •ES 36 F 48,0 1,52 

3 MB 
^ -

18 F 54,6 1,68 

4 MJ 21 F 55,0 1.57 

5 LS 24- F 51,8 1,67 
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gestão de 100 g de g l i cose oral em solução a 25%. 

• 

Do paciente JSC, com insulinoma, comprovado c i ru r 

glcamente (tumor da cauda do pancreas) coletamos 04 amostras de plasma 

(60 e 120 minutos apÕs a ingestão oral de 100 g de g l i cose e basal, e 

"oito minutos apÕs a injeção intravenosa de um grama de tolbutamlda, em, 

dois minutos). 

As amostras de plasma foram fracionadas na mesma 

coluna de Sephadex G-50 f ino mantendo constante o fluxo de e lu ição , num 

perTodo de 18 horas por amostra. 

Para o ensaio, cujos princípios e métodos ja f o ­

ram descr i tos para a insulina p l a s m ã t i c a ^ ^ ^ , preparou-se uma 

se r ie de tubos contendo num volume f inal de 2,5 ml por tubo: veronal-aj 

1 ?*5 

bumina, insulina de porco I 1000 cpm/ml, soro antiinsulina na d i l u i ­

ção f inal de 1:150000, soro normaT de cobaia 1% e insulina humana re­

cr i s ta l izada 0,01-1 mug/ml (curva-padrão) ou uma alíquota de 0,2 ou 0,^ 

ml do f i l t r a d o em Sephadex G-50 f i n o . 

Para provar a imunorreatividade da proinsulina pe 

rante ò antisoro u t i l i z a d o , preparamos duas curvas-padrão (peso-volume] 

usando proinsulina de porco e insulina humana como padrão, respectiva-

mente, insulina de porco I como traçador e soro antiinsulina de por­

co . 

Para compararmos a imunorreatividade das insuli-
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nas "pesada e l e v e " , preparamos, em duplicata, a partiV de uma mistura 

de' insulinas "pesada e l eve" obtidas do plasma do insulinísna, no Sepha­

dex G-50 f i n o , d i lu ições de acordo com a Tabela B e cujos resultados f o 

ram colocados na curva-padrão de proinsulina de porco e insulina huma­

na, respectivamente. 

Calculamos a concentração correspondente a cada 

d i lu ição ( l ida na curva-padrão correspondente) e lançamos em ordenada 

de graf ico l inear contra va lores de d i lu ição decrescente de insulinas 

"pesada e leve" (prova da d i lu ição como requisi to necessário para avalj^ 

ação de especif ic idade da fração.coletacfa). 



TABELA B 

DILUIÇÕES DE UMA MISTURA DE INSULINA LEVE ( I L ) 

E UMA MISTURA DE INSULINA PESADA ( I P ) 

TUBOS 

NOMERO 

VOLUME DA MISTURA 

VERONAL-ALBUMINA 

y l 

DILUIÇÃO 

FINAL 

Ul 

TUBOS 

NOMERO 

IL IP 
VERONAL-ALBUMINA 

y l 

DILUIÇÃO 

FINAL 

Ul 

TUBOS 

NOMERO 
pi 

VERONAL-ALBUMINA 

y l 

DILUIÇÃO 

FINAL 

Ul 

1 400 - 1:6,25 

2 300 ' 100 1:8,33 

3 200 200 1:12.5 

4 100 300 1:25 
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4. RESULTADOS 

4 . 1 . RADIOIMUNOENSAIO 

4 . 1 . 1 . 'AntTgeno marcado: e f i c iênc ia da marcação. 

A insulina e proinsulina de porco, marcadas' com 

I , apresentaram rendii^ntos porcentuais que variaram de 60 a 70% (Ta^ 

bela I ) , 

Na Figura 1, estã a^autoradiografia da e l e t ro fo re 

se em gel de amido dos hormônios imed.iatamente apos a iodaçao. A fração 

2 , normalmente u t i l i z ada , e depurada dos componentes danificados e iodo 

l i v r e por passagem em Sephadex G-50 f i n o . Na cromatografia de exclusão 

molecular (Sephadex G-50 f i n o ) , a pureza f inal desses hormônios variou 

de 94 a 98% (Tabela I I ) . 

4 .1 ,2 . Anticorpo e spec í f i co . 

4 , 1 , 2 . 1 . TTtulo do anticorpo, 
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TABELA I 

CONTROLE DA EFICIENCIA DE MARCAÇÃO DA INSULI­

NA DE PORCO ^ ^ ^ I E PROINSULINA DE PORCO ^ ^ ^ I 

PARTIDA 

NOMERO 

EFICIENCIA PORCENTUAL DE MARCAÇÃO 

INSULINA ^ ^ ^ I PROINSULINA ^ ^ ^ I 

1 

2 

3 -

4 

67 

70 

60 

65 

60 5 
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F I G U R A 1 

AUTO-RADIOGRAFIA D E ELETROFORESE EM G E L DE AMIDO D E PROINSULINA DE PORCO 

^^^I E INSULINA D E PORCO ^ ^ ^ I , IMEDIATAMENTE APOS A IODAÇAO . 

ORIGEM 

PROINSULINA ^^^I INSULINA ^^^I 

I B S T I T U T O DE EKERGIA ATOMÍC* 



TABELA 11 

CONTROLE DE PUREZA DAS FRAÇÕES DE INSULINA E PROINSULINA DE PORCO 

SEPARADAS POR ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO (COMPONENTE 2, FIGURA 1) 

POSTERIOR CROMATOGRAFIA EM COLUNA DE SEPHADEX G-50 FINO 

125 

PARTIDA 

DISTRIBUIÇÃO DOS VALORES PORCENTUAIS DE PUREZA NAS DI 

FERENTES FRAÇÕES FLUIDAS 

INSULINA I PROINSULINA ^ ^ ^ I 

ELUATOS ELUATOS 

NUMERO NUMERO NUMERO 

1 2 3 1 2 3 

1 96 98 98 ' 94 95 95 

2 97 98 98 95 95 95 

- 3 96 97 97 94 94 95 

4 94 . 96 97 . 95 96 96 

5 95 97 98 94 95 95 
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A Tabela III reúne os dados numéricos da 

relação B/F das diluições do soro das três cobaias que apresentaram tí­

tulo adequado de antlsoro. 

A Tabela IV reúne os dados numéricos da 

relação B/F das diluições 1:50000, 1:100000 e 1:150000, preparadas com 

o soro das três cobaias que, previamente experimentadas quanto ao títu­

lo de anticorpos, receberam reforço de Imunização. 

4.1.2.2. Seleção do antlsoro. 

Na Figura 2 está Indicada a relação en­

tre a concentração de insulina humana {H} e o correspondente B/F obtida 

com os anti soros das três cobaias que apresentaram títulos crescentes -

de anticorpo. Observamos que o anticorpo da cobaia de n9 3 apresentou 

uma relação B/F adequada 1,16 na ausência de hormônio frio, Inclinação 

da curva de valores mais baixos de {H} - sensibilidade boa e, além dis­

so, este antisoro permitiu medidas satisfatórias de {H} até 1,00 mug/ml 

ou seja, apresentou, na diluição utilizada, suficiente precisão, Portan 

to, a cobaia n9 3 foi escolhida como fonte de antlsoro porque este apre 

sentava sensibilidade e precisão satisfatórias nas condições cje traba­

lho. 

Na Figura 3 esta indicado o estudo das 

diluições maiores de antlsoro (1:300000, 1:450000 e 1:600000) e concen­

tração baixa de traçador (500 e 1000 cpm/ml). Como se poderá notar a dj^ 

lulção de 1:600000 foi a mais adequada para estudos de concentrações 
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TABELA III 

PROVAS DE TÍTULO DOS ANTISOROS PRODUZIDOS EM COBAIAS IMUNIZADAS COM 

INSULINA DE PORCO CRISTALIZADA* (B = ANTÍGENO RADIOATIVO LIGADO , 

F « ANTÍGENO RADIOATIVO LIVRE) 

COBAIAS 
DILUIÇÕES 

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 

Primeiro ensaio: duas semanas apos a terceira imunização das co-

125 
baias, 24 horas de reação com insulina de porco I. 
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TABELA IV 

PROVAS DE TITULO DOS ANTISOROS PRODUZIDOS EM COBAIAS QUE RECEBERAM RE­

FORÇO DE IMUNIZAÇÃO*. TRAÇADOR INSULINA DE PORCO 1 2 5 I . (B * ANTÍGENO 

RADIOATIVO LIGADO, F * ANTlGENO RADIOATIVO LIVRE) 

COBAIAS 
DILUIÇÕES 

NUMERO 

1:50000 

B/F 

1:100000 

B/F 

1:150000 

B/F 

1 2,48 1,90 1,34 

2 2,39 1,50 1,00 

3 2,45 1,70 1,09 

* -
Segundo ensaio: dois meses apos o inicio da imunização de reforço. 
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F I G U R A 2 

SELEÇÃO DOS ANTISOROS 

COMPARAÇÃO DOS SOROS ANTIINSULINA DAS TRÊS COBAIAS QUE APRE 

SENTARAM TÍTULOS CRESCENTES DE ANTICORPO, NA DILUIÇÃO DE 

1:150000, PARA VALORES DE INSULINA HUMANA PADRÃO ENTRE 0,01 

A 1,00 mug/ml. 
125 

TRAÇADOR: INSULINA DE PORCO I - 1000 cpm/ral 

Insulina I 

B/F 

1,4 T 

0,2 0,4 0,6 0,8 1,00 (mug/ml de insulina 

^ j humana) 

IUT1TUT0 DE ENERGIA ATÔMICA 
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r I G ü R A 

COMPARAÇÃO DAS DILUIÇÕES DO ANTISORO DA COBAIA N9 3 PARA VA 

LORES DE INSULINA HUMANA PADRÃO ENTRE 0,005 a 0,05 mpg/ml 
125 

TRAÇADOR: INSULINA DE PORCO ^ " l - 500 e 1000 cpra/ml 

^ 125^ 
Insul ina I 

B/F 

500- cpm 
^ 1:450000 

1000 cpm 
L: 450000 

1000 cpm 
•® 1:600000 

CO •̂CEHTRAÇACl DE " RELAÇÃO B/r 
lüSUtlNA KUIIAtW 

í:30&ü00 1:«0000 1:G0DOCO 

cpní/eil cnn/ml 
503 ÎC0O bOO 1000 500 1000 

_ 1,39 0.90 0.65 0.79 0.50 0,48 
0.005 1.21 0.S5 0.72 0.75 0.30 0.44 
0,OU5 O.flO o.es 0,70 0.38 Û.40 
0,025 Î . Î Û 0,?3 c,co 0.65 O . í l 0.32 
0.05 î.'oa 0;68 0.59 0.51 -• 0.¿b 

0^5 (mug/ml de Insul ina humana) 

{ H } 
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baixas de insulina (Insulinemia basa l ) , pois a relação B/F, na ausencia 

de^hormÕnlo não marcado, fo1 s imilar para os dois nTveis de traçador e 

correspondeu a um valor de 0,5. 

4 .2 . FRACIONAMENTO DE AMOSTRAS DE PLASMA EM GEL SEPHADEX G-50 

FINO PARA CARACTERIZAÇÃO DOS COMPONENTES IMUNORREATIVOS 

DA INSULINA PLASMÁTICA. 

4 . 2 . 1 . Localização da proinsulina e insulina de porco-

A Figura 4 representa tres fracionamentos de uma 

131 

amostra de plasma enriquecido com traçadores: albumina humana I, pro 

insulina de porco I, insulina de porco I e I; em A representa­

mos o fracionamento de plasma humano enriquecido com albumina humana 

^ ^ h , proinsulina ^^^I e ^^^I. Observa-se que as substâncias são exc lu í 

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

mina humana I, proinsulina de porco I e I, respectivamente, c£ 

mo seria de se esperar. 

Fêz-se o mesmo fracionamento. Figura 4-B, çubstl-

125 125 

túindo a proinsulina de porco I por insulina de porco I , notándo­

se , em comparação ao estudo p rev io , que a insul ina, por ter peso molecu 

la r menor, surge entre 40 e 60% do volume de e lu ição , enquanto a proin­

sulina apareceu entre 20 e 40%. 



F I G U R A 

FRACIONAMENTO DE PLASMA EM SEPHADEX G-50 FINO COM 

ADIÇÃO DOS TRAÇADORES: ALBUMINA HUMANA PROIN 

SULINA DE PORCO ^ ^ ^ I ; INSULINA DE PORCO ^^^I e ^'^^I 

2S 

o; 

Q 

(/) 

CD 
< 

O 
O 

1000 

proinsul ina ^^^i 

J l 

albumina 
131. 

1 . o 1 

125 ' 
insul ina I 

ía—1 

o — i <5-

albumina ^*^^I 

1-, 

, . 125., 
insu l ina I 

, . 125, 
proinsul ina I 

131 
albumina I ç—I à—. « 

- 0 + 

Q-J 

125. 

125 
r 

125. 

T t 

A 

PORCENTUAL 00 VOLUME DE ELUIÇAO ENTRE O PICO DA ALBUMINA ^^^l e ^ ^ ^ I 
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Quando o plasma foi enriquecido com todos os tra-

131 125 
çadorss: albumina humana I, proinsulina de porco I, insulina de 

125 125 

porco l e i (Figura 4-C) confirmaram-se os achados parciais ante­

riores. 

4.2.2. Concentração de insulina imunorreativa, em elua-

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

de plasma de indivíduos normais e do paciente JSC 

(com insulinoma). 

Nas Tabelas V, VI e VII estão os resultados realj[ 

zados nos cinco indivíduos normais. 

A Figura 5 indica o fracionamento típico da insu­

lina plasmática em um Indivíduo normal durante o teste de tolerância 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 é" defini­

do como a concentração (mug/ml) de insulina imunorreativa recuperada no 

pico correspondente em relação ã insulina imunorreativa total. 

Â recuperação porcentual da Insulina § definida 

como a soma em myg/ml dos picos imunorreativos por volume de plasma 



30 

TABELA V 

TESTE DE TOLERÂNCIA A GLICOSE ORAL EM INDIVÍDUOS NORMAIS 

PACIENTE TEMPO GLICEMIAS 
* 

IRI INSULINA ** LEVE 
INSULINA 
PESADA 

NOMERO minutos mg/dl mjjg/ml mvig/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 96 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 60 118 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. 

Componentes imunorreativos de insulina plasmática (insulinas pesada 

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

IBSTITUTO CE EMERGIA ATOWíCA 
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TABELA VI . 

TESTES DE TOLERÂNCIA A" GLICOSE ORAL NOS INDIVÍDUOS NORMAIS 

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

DEX G-50 FINO DE AMOSTRAS DE PLASMA 

PACIENTE TEMPO PORCENTAGEM DA INSULINA IMUNORREATIVA 
PORCENTAGEM DE 

1 rOTAL 
RECUPERAÇÃO 

NUMERO MINUTOS INSULINA LEVE INSULINA PESADA DA COLUNA 

0 80 20 63 

1 60 89 11 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 Vil 

TESTE DE TOLERANCIA A" GLICOSE ORAL 

RELAÇÃO PORCENTUAL DE INSULINA PESADA (RELATIVA A INSULINA IMUNORREATI-

VA TOTAL) NOS ELUATOS DA COLUNA DE SEPHADEX G-50 FINO DE AMOSTRAS DE 

PLASMA DE INDIVÍDUOS NORMAIS 

PACIENTES 
PORCENTAGEM DA INSULINA IMUNORREATIVA TOTAL 

"INSULINA PESADA" 

NUMERO basal 60 minutos 120 minutos 

i 20 11 16 

2 20 10 14 

3 20 8 14 

4 20 9 15 

5 19 8 17 

— « 
X 19,8 9,2 15,2 

. ft* 
: s 0,45 1,30 1,30 

Media 

Desvio-padrão 
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(niMg/ral) F I G U R A 

CONCENTRAÇÃO DE INSULINA IMUNORREATIVA APÕS FRACIONAMENTO EM 

COLUNA DE SEPHADEX G-50 FINO DE AMOSTRA. DE PLASMA DE UM INDI^ 

ViDUO NORMAL M . B . DURANTE TESTE DE TOLERÂNCIA K GLICOSE ORAL 

BASAL 

o 
Ul 

X 
UJ 

o 
<c 

o. 
LU 

k 00 . 

Z 00 -

o 

< " 

ra ' 

tu 

t/l 
o 
s: 

o 
K : 
c_> 

<z 

LU 
o 

00 

o 
o 

"insul ina leve" 
O — o . 

"insul ina pesada" 

albumina ^^^I « - ^ 125^ 

o: 
c 

< 

<£ 

o: 
H-

o 
o 

60 MINUTOS 

120 MINUTOS 

Od 
o 
o. 

t/l 
z : 
LM 

<: 
h-

O 
O 

125. 

200 

100 

rt— 
PORCENTUAL 00 VOLUME DE ELUIÇAO ENTRE O PICo" DA ALBUMINA ^ ^ ^ T e do ^ ^ ^ I 
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TABELA V m 

TESTE DE TOLERÂNCIA A TOLBUTAMIDA E.GLICOSE NO PACIENTE JSC (INSULINOMA) 

Concentração da Insulina Imunorreativa to ta l e dos componentes 1mu[ 

norreativos da Insulina plasmática (Insulinas " l e v e . pesada e- su­

perpésada") nos eluatos da coluna de Sephadex G-50 f i no 

DDnVfl TEMPO GLICEMIAS IRI 
INSULINA INSULINA INSULINA 

rKUVn • LEVE PESADA SUPERPÉSADA 

minutos mg/dl mjig/m1 mpg/ml ^ mpg/ml mpg/mi 

- 0- -50 25 10,76 13,47 

Tolbutamlda 8 . 46 29 18,96 9,78' * 0,35 

Tolerância 
60 ' 180 50 34,36 16,00 0,34 

8/ g l i c o s e 120 202 35 . 17,40 15,60 2,38 

PROVA TEMPO 

PORCENTAGEM DE INSULINA 

IMUNORREATIVA TOTAL 
PORCENTAGEM DE 

PROVA 

INSULINA INSULINA INSULINA 
RECUPERAÇÃO DA 

minutos LEVE ' PESADA SUPERPÉSADA 
COLUNA 

••• 0 44 54 2 - 21 

Tolbutamlda 8 65 34 ^ 1 33 

Tolerância 60 .68 31 0,7 30 

í g l i c o s e 
12Ó 49 4^. 7,0 26 
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^ ( l î i p g M ) 
3 00 -1-

X 
Ul 2 00 

< 

00 

0 0 . . 
-o 

•3 

•ri 
•-4 

.3 

F I G U R A 6 

CONCENTRACñO DE INSULINA IMUNORREATIVA 

APOS FRACIONAMENTO EH COLUNA DE SEPHA­

DEX G-50 FINO DE AMOSTRA DÉ PLASMA DO 

PACIENTE JSC, 60 E 120 MINUTOS APOS A 

INGESTÃO ORAL DE GLICOSE 

60 MINUTOS 

Oí 
o 
"q 

o 

O 
o 

- a 200 

>0 0.. 

^insul ina pesada" 

"insul ina leve" 

I 
H 

120 MINUTOS 

0£ 
O 
D. 

«£ 
Î -

c 

125 

•200 

^00 

125 
PORCENTUAL DO VOLUME DE ELUIÇAO ENTRE O PICO DA ALBUMINA ' " ' I e do * I -

131 
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F í G U R A 7 

CONCENTRAÇÃO ÜE INSULINA IMUNORREATIVA APOS FRACIONAMENTO 

EM COLUNA DE SEPHADEX G-50 FINO DE AMOSTRA DE PLASMA DO 

PACIENTE JSC (BASAL E 8 MINUTOS APÕS 

INJEÇÃO INTRAVENOSA DE TOLBÜTAHIÜA) 

(mpg/nil) 

o 

o 
in 

1 

cs 

Ö 
Q 
CL 
LÜ 
VJ 

U l 
o 
to 
o 

6 LÜ 

o 

o 

a—o-

BASAL 

1 ^ .. 
"insul ina leve'-

ooi- T3 
Cd 
«1 
(ü 
o. 

p 

r-t 

"insul ina pesada" 

« — o 

J3 

I — Ô 

U m 
CM 
1-4 

a 
•H 
1-4 
9 e» 

8 MINUTOS 

o 
o 
o 

o 

Cd 
a 
o. 

UJ 
CE 
< 

I 3 

125. 

± 1 
tf 20 H Ú ' T B Í 16 0 

PORCENTUAL DO VOLUME DE ELUIÇAO ENTRE O PICO DA ALBUMINA e do ^ ^ ^ I 
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aplicado a colurta de Sephadex G-50 f ino em re lação- i concentração tota l 

de insulina em mpg/ml obtida no ensaio do plasma nao fracionado. 

Pode-se observar, nas Figuras 5, 6 e 7 e Tabelas 

vi e V n i , que a proporção de "insulina l eve" caiu da amostra., de 60 a 

120 minutos pos-g l icose com awnento proporcional de "insulina pesada", 

havendo tamban um aumento.significativo da porcentagem de "insulina su* 

perpesada" em JSC, indicando que, com o passar do tempo, apos a carga 

de g l i c o s e , haveria una redução da insulina ""bem formada" ( l e v e ) , com a 

eliminação de maior proporção dos precursores. 

Com e f e i t o , como se poderá ^notar na Figura 7 , 

apos a injeção da tolbutamlda, houve, em relação ao'nTvel basal , uma 

eliminação preferencial do hormônio propriamente d i to ("insulina T e v e " ) 

e redução dos dois precursores, na amostra de 8 minutos. 

Para provar a especif ic idade das insulinas " leve 

e pesada", obtida na coluna de Sephadex G-50 f i n o , comparadas a i n su l i ­

na e proinsulina, respectivamente,, fizemos quatro d i lu ições de uma mis­

tura de "insulina l e v e " e outra mistura de "insulina pesada", obtidas 

do paciente JSC, com elevados nTveis de imunorreativldade (Tabela IX , 

Figura 8). 

- A Figura 8 mostra que as diversas d i lu i ções da 

"insulina leve" caem ao longo da curva-padrão de insulina humana' e as 

da "Insulina pesada** ao longo da- curva-padrão correspondente cpm proin­

sulina de porco. Este mesmo fa to pode ser expresso como indicado na F i -
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. TABELA IX 

w- -I < 

CONCENTRAÇÕES DE UMA MISTURA DE INSULINA PESADA E UMA MISTURA DE INSUL^ 

NA LEVE OBTIDAS NOS ELUATOS, DA COLUNA DE SEPHADEX G-50 FINO. DE AMOS­

TRAS DE PLASMA DO PACIENTE JSC COM INSULINOMA, EM DIFERENTES DILUIÇÕES 

FATOR DE 
INSULINA PESADA* 

1 

INSULINA LEVE " 

DILUIÇÃO 
B/F mpg/ml B/F mpg/ml 

1:6,25 0,54 0,94 0,32 0,94 

1:8,33 0,60 ' 0,75 ' 0,36 0,75 

1:12,5 0,64 0,47 0,44 0,47 

1:25 0,71 0,25 ' 0.52 . 0 , 2 5 

Coef ic iente de correlação r » 0,93 

Valor^iB lidos na curvíi-padrão ctxa proinsulina de porco cristalizada. 

Valores obtidos na curva-padrão preparada com insulina humana crista 

Iizada. 
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F I G U R A 8 

IMUNORREATIVIDADE DAS INSULINAS "PESADA E LEVE" 

1?5 

B/F de insulina I 5 projetada como função das concentra­

ções de insulina e proinsulina. As razões B/F das dilui­

ções caem razoavelmente na curva-padrão correspondente. 

O "insulina leve" 

O "insulina pesada" 

Insulina 1 2 5 I 

0,60 

CONCENTRAÇÃO DE 

INSULINA HUMANA 

t PROINSUUNA DE POF.CO 

RKLAÇAO B/F 

mvig/nl Insulina Prolnsulltn 

. 0.86 0,66 

0,02 0,66 0,76 

0,04 0,54 0,70 

0,06 0,48 O.GG 

0.08 0.42 0,63 

0,10 0,38 0,60 

0.R0 0.Î7 0,54 

0,30 0,21 0,50 

0,40 0,20 0,46 

0,60 0,18 0.40 

1,00 0,14 0,36 

0,20 

0J2O 0,40 O,'60 0,80 1^00 (mug/ml de insulina 

500 y i humana) 

IIMTIYMTn I1C t U E I C I l I T Á u m i 



gura 9. 

Fazendo-se a le i tura das ralações B/F da proinsu­

lina na curva-padrão de insulina o b t i v ^ o s concentrações equivalentes 

èm insulina humana, como Indicado na Tabela X, e , calculando a porpenta^ 

gém de reação cruzada do antisoro u t i l i z ado com a proinsulina em r e l a ­

ção aquela com a insulina, pode-se v e r i f i c a r um. maior porcentual de rea^ 

ção cruzada em base molar. 

A Figura 8 tamban permite observar as caracterTá-

t i cas da imunorreatividade da proinsulina em relação a da insulina , 

pois para imia mesma concentração de hormônio a relação B/F da insulina 
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de porco I f o i multo d i f e r en t e , aumentando a diferença COTÍ a concen­

tração progressivamente crescente de hormônio f r i o . 
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EFEITO DA DILUIÇÃO DAS INSULINAS "PESADA E LEVE% OBTIDAS 

DO PLASMA DO PACIENTE JSC. DILUIÇÕES DIFERENTES LIDAS NA 

CURVA-PADRAO RESPECTIVA. AS CONCENTRAÇÕES CORRESPONDEM 

LINEARMENTE m O FATOR DE DILUIÇÃO. 

• "Insulina pesada" 

+ "insulina l eve" 

(mug/ml} 

1?25,00 1:12,50 1:8,33 

( D I L U I Ç Ã O ) 

1:6,25 
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5. DISCUSSÃO 

Os princípios do ensaio rad1o1muno1õg1co se baseiam em rea­

ções de competição entre hormônio marcado e frio, para os locais de fi­

xação do anticorpo específico e o resultado depende somente da Intera­

ção dos reagentes, de acordo com a lei da ação das massas^), sendo 

três os requisitos essenciais para a feitura do radiolmunoensaio: hormõ 

n1o marcado, antisoro específico e separação das frações Hvre e combi­

nada do hormônio marcado. 

Os hormônios marcados, purificados em gel de amido, apresenta 

ram na autoradiografla (Figura 1) migrações diferentes para a insulina 
125 ** 125 e proinsullna de porco I. A insulina de porco I migra na frente 

da albumina sêrica e a proinsullna atras desta. 

A eletroforese em gel de amido permite a separação de insuli­

nas com diferente teor de íodo^^. Presumivelmente, moléculas com resí 

duos de dUodotirosina migram mais rapidamente para o ânodo do que as 

com grupamentos tirosil monosubst1tuídos^^ em virtude de cada resíduo 

tirosina diiodada conferir, em pK 8.6, uma carga negativa adicional ã 

molécula. Alteração similar na mobilidade eletroforética foi observada 

«37.TUTO DE £ S i E R G ) A ATÔMICA 
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para a proinsulina, porem as manchas não foram tão nTtldas como para a 

Insulina ÍFigura 1). Por outro lado, a cromatografia de exclusão 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 purificação por este método apresentou quase a mesma eflcien 

d a para ambos os hormônios marcados (Tabela I I ) . 

0 hormônio marcado, separado dos outros componentes super-io­

dados , portanto com maior probabilidade de manutenção da integridade 1-

munoquTmlca e estabilidade, uma vez excluídos os componentes danifica­

dos e lodo livre, pela passagem em Sephadex G-50 fino, apresenta condi­

ções Ótimas para reagir com o anticorpo específico. 

Para a satisfação do segundo requisito, o preparo do anticor­

po foi inicialmente realizado com Imunização de 30 cobaias com Insulina 

de porco. Destes animais, 50% morreram e somente três (Tabelas I I I e 

IV) produziram antlsoro com título crescente. 

A cobaia de n9 3 apresentou os melhores resultados, como se 

pode observar com a curva-padrão (Figura 2), sendo a diluição para B/F 

ao redor de 1, de 1:150000. Em diluições maiores para determinação de 

níveis baixos de Insulina (B/F • 0,5), a diluição mais adequada foi de 

1:600000 para 1000 cpm/ml de traçador (Figura 3). 

No fracionamento do plasma do paciente JSC, com Insulinoma , 

obtivemos um pequeno porcentual de "Insulina superpesada" de elulção 

precedente a Insulina "pesada" (Figuras 6 e 7), além dos dois componen-
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tes da Insulina plasmática ("leve e pesada") normalmente observadas nos 

Indivíduos normais, recuperadas nos picos correspondentes a insulina e 

proinsulina cristalizadas, marcadas com radiolodo e com Idênticos per­

fis de eluição (Figura 4-C). 

Embora variável, o porcentual de recuperação da coluna (48 a 

120%), a relação porcentual dos diversos componentes imunorreativos, m 

cinco indivíduos normais, não sofreu alteração. 

Quando comparamos a imunorreativldade do anticorpo com 1nsul1 

na humana padrão e proinsulina de porco padrão, observamos menor efi­

ciência no deslocamento do traçador pela proinsulina em relação a Insu­

lina, no sistema traçador-anticorpo £ antlcorpo-traçador, considerando-

se as concentrações de hormônio em unidades de peso-volume, porém a di­

ferença dlminue quando se consideram unidades de concentração molar (Ta 

bela X). 

Real1zando-se a mistura de Insulinas "pesada e leve", eluTdas 

da coluna de Sephadex G-50 fino, as concentrações obtidas por melo das 

curvas dose-resposta (peso-volume), usando proinsulina de porco e insu­

lina humana cristalizadas como padrão, respectivamente, as relações B/F 

das diluições caTram ao longo da curva-padrão correspondente (Figura 8) 

ou linearmente com o fator de diluição (Figura 9). Este fato Indica ser 

a imunorreativldade das frações eluTdas similar aos padrões cristalinos 

utilizados, sugerindo, pelo menos com os dois critérios, exclusão mole­

cular e imunorreativldade com o anticorpo que a "insulina leve e pesa­

da" têm comportamento similar a insulina e proinsulina, respectivamen-
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t e . Entre tanto , Gutman e t a r ' apÕs obtenção das componentes "leve e 

pesada" da insul ina imunorreativa, em coluna de Sephadex e subsequente 

extração por solução álcool-acido e separação e l e t ro fo ré t i ca em gel de 

pol iacr i lamida, observaram uma quantidade s ign i f ican te de insul ina imu­

norreat iva migrando em posição Intermediaria en t re a prolnsulina e 1nsu_ 

l i na . Apôs a h1perest1mulação Insu la r , em indivíduos normais, não enconi 

traram, en t r e t an to , formas intermediarias c i r cu l an t e s . Em indivíduos 

obesos, apÕs estímulo com gl icose associada a tolbutamlda, os picos de 

prolnsulina e Insulina foram homogêneos em gel f i l t r a ç ã o mas heterogê­

neos em e le t roforese de gel de pol iacr i lamida, contendo espécies I n t e r ­

mediar ias . I s to sugere que são necessários métodos mais elaborados do 

que gel f i l t r a ç ã o para ava l ia r a natureza da insul ina imunorreativa em 

condições patológicas . 

Em condições de hiperest imulação, es tes mesmos a u t o r e s o b 

servaram (analogamente a que se poderia esperar no caso do paciente JS 

C) o comportamento e l e t ro fo re t i co do in termediár io , no pico da " I n s u l i ­

na leve", ser idênt ico ao da d la rg ln l l insul ina de porco, ao passo que 

no pico da "insulina pesada" corresponderia a proinsuHna desdipept lda-

da (dipeptídio l i s l n a - a r g l n i n a ) . 

Em condições basa i s , a " insul ina pesada", nos cinco indlvídu 

os normais estudados, correspondeu a um valor médio í um desvio-padrão 

de 19,8 í 0,45%. ApÕs a sobrecarga de g l i c o s e , a componente pesada vari[ 

ou de 8 a I H ; 9,2 t 1.30% da concentração plasmática to t a l aos 60 mi­

nutos , retornando aproximadamente aos valores I n i c i a i s aos 120 minutos: 

15,2 t 1,30%. Tais resul tados são concordantes aos previamentes de sc r i -
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tos* 9- 2 4*. 

Admite-s"? que a proinsulina, após ser sintetizada no rlbosoma 

das células beta, ê* transportada para o aparelho de Golgl, convertida 

em insulina e concentrada em grânulos. A conversão para a Insulina pode 

tomar lugar dentro desses grânulos, ao amadurecerem, antes da secreção. 

A sugestão de que o processo de conversão não seja completo e que um pe 

queno porcentual do material imunorreativo no granulo proteico permane­

ça como Insulina, esta de acordo com a secreção de pequenas quantidades 

de proinsulina junto com a insulina, apÕs o estímulo com glicose, e a 

proporção relativa de proinsulina dependeria do estado de maturação dos 

grânulos liberados. Por outro lado, deve ser considerada a possibilida­

de de secreção de proinsulina, ou insulina Independente da formação de 

grânulos imaturos, ou de liberação preferencial de grânulos Imaturos ou 

pregrânulos, apresentando um alto teor de proinsulina^^. Isto, esta­

ria de acordo com a hipótese da liberação de hormônio recêm-sintetizado 

na região de Golgl ou a dissolução seletiva de grânulos recentemente 

formadosv '. 

No paciente JSC, em relação ao basal medido, corresponden­

te ao dia da prova com tolbutamida (Tabela VIII, Figuras 6 e 7), 54? da 

Insulina imunorreatlva total correspondiam a "insulina pesada" e 44% â 

componente "leve", proporção jã elevada de "insulina pesada" altamente 

sugestiva de secreção insular anômala, havendo apôs 100 g de glicose, 

uma elevação da proporção de "Insulina leve", 60 minutos apÕs a sobre­

carga e retorno aos níveis basais desta Insulina (49X), no tempo de 120 

minutos, mostrando que apesar de um porcentual mais elevado do çomponen 
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te proinsulina-simlle a proporção relativa da "Insulina pesada e leve" 

demonstrou a mesma dinâmica qualitativa de seus componentes, como nos 

Indivíduos normais (Tabela VII, Figura 5), também concordante aos pre-

vlamentes descritos^ 7 , 2 8^. 

Em conclusão, a presença de componentes imunorreatlvos da in­

sulina, no sangue, desperta a atenção para a especificidade do radiolmu 

noensaio utilizado para medir a Insulina plasmática. Evidentemente, a 

insulina não è" a única proteína circulante capaz de reagir com este si£ 

tema de ensaio apresentado, como ja Indicamos. A magnitude do erro in­

troduzido dependera da concentração dos diversos componentes imunorrea­

tlvos como também da reativldade relativa do antisoro com estas fra­

ções. 

Quanto a "insulina superpesada", por ser raramente encontra­

da, em concentração suficientemente elevada, sua existência não é" geraT_ 

mente uma complicação significante para o radlolmunoensaio de insull-

na< 2 9>. 

Nossos estudos indicam que o ensaio de insulina plasmática to 

tal (plasma não fracionado), utilizando "insulina leve" como padrão e 

um antisoro mais específico para "Insulina leve", porém também reativo 

com"insulina pesada", produziria erros, porém estes seriam de Importân­

cia fisiológica pouco significante em virtude da menor reativldade do 

anticorpo utilizado com as demais componentes da Insulina imunorreativa 

e pequena concentração da componente "pesada". 

ISSYITUTO DE EMERGIA ATÓMICA 



49 

6. CONCLUSÕES 

1. O radiolmunoensaio e método Indicado para a caracterização 

das componentes 1munorreat1vas da Insulina plasmática. 

2. A eficiência de marcação da insulina de porco e prolnsull-

na de porco são Iguais ou semelhantes. A mobilidade destas 

e diferente em gel de amido, a prolnsullna migrando após a albumina se-

rica e a Insulina a sua frente. Por cromatografia de exclusão molecular 

(Sephadex G-50 fino), a prolnsullna surge antes da Insulina. 

3. 0 soro ant1insu11na, preparado em cobaia e usado em todas 

experiências deste trabalho, mostrou ser de resposta Imuno 

lógica sensível, com bom título, portanto, um reagente adequado ãs rea­

ções de competição. 

4. A insulina humana e de melhor resolução que a prolnsullna 

de porco frente ao mesmo soro anti Insulina. 

5. A Insulina plasmática, fracionada em Sephadex G-50 fino, 

apresenta um componente de maior 1munorreat1vidade, "insu-
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11na Deve", Indistinguível da insulina pancreática e que reage com o so 

ro antiinsulina e outro componente, "Insulina pesada", eluTdo em f1ltra_ 

çÕo por gel, antes do componente leve e que possue reatividade com o so 

ro antiinsulina. No caso de insulinoma, observa-se outro componente Imu 

norreativo, "insulina superpesada", de maior peso molecular, eluTda an­

tes da "Insulina pesada", na região da albumina. 

6. Nas condições experimentais de nossa pesquisa, o perfil da 

eluição das insulinas "pesada e leve" é* similar aos da pro 

125 
Insulina e insulina de porco I. 

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

caem linearmente com a diluição. 

8. 0 ensaio de Insulina plasmática total (plasma não f raciona^ 

do) não está Invalidado desde que os erros adicionados pe­

la presença de proinsulina são de pequena monta, visto a pequena çoncen 

tração e menor reatividade. 

9. Em condições normais, a proporção de insulina pesada foi 

em média de 19,8; 9,2 e 15,2% no basal, 60 e 120 minutos 

apôs a sobrecarga de glicose, respectivamente. 

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

centual de recuperação da coluna. 
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