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Avaliacao e padronizacao de método para
determinagao de niveis de insulina total e livre
em plasma contendo anticorpos antiinsulina*

IRACELIA TORRES DE TOLEDO E;SOUZA', BERNARDO LEO WAJCHENBERG?

| — INTRODUGCAO

Desde que Yalow e Berson{12) intro-
duziram o método de radioimunoensaio
para a determinagdo da insulina plasma-
tica, coletou-se uma quantidade enorme
de informacgdes acerca da concentrac3o
de insulina imunorreativa (IR1) no plas-
ma de individuos normais e diabéticos
n3o tratados com insulina.

Quando pacientes recebem insulina
comercial bovina ou também associada a
porcina, desenvolvem, sistematicamente,
decorridos poucos meses, anticorpos
antiinsulinicos(3), passando o seu plas-
ma a conter uma mistura de insulina
livre e insulina ligada ao anticorpo.

Devido a presenga de anticorpos, n3o
é possivel determinar a quantidade de
insulina imunorreativa pelo método con-
vencional, pois os anticorpos antiinsu-
Ifnicos endbgenos interferem na reagdo
entre a radioinsulina, insulina end6gena
e anticorpos-antiinsulfnicos obtidos em
cobaia, introduzidos no sistema para a
feitura do radioimunoensaio. .

Sendo de interesse clinico o conhéci-
mento da concentrag¢do de insulina efeti-
vamente disponfvel perifericamente, ou
seja, a forma livre, esta s6 sera quantifi-
cével por radioimunoensaio desde que se
afaste previamente da reagdo o comple-
x0 insulina-anticorpo enddgeno.

Com esse objetivo, foram desenvolvi-
dos diversos métodos de separacio de
insulina livre e total, recorrendo-se a
procedimentos diversos, tais como: 1)
ultracentrifugagdo!2!, que requer instru-
mentagdo cara; 2) filtragdo em gel(11),
que ndo permite processar, simultanea-
mente, nOmero elevado de amostras;
3) extragdo com alcool (alcool-dcido)(6),
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com o inconveniente de elevar o valor
dos resultados de insulina livre, prova-
velmente em virtude de se liberar parte
da fragdo ligada ao anticorpo; 4) preci-
pitagio do complexo antigeno-anticor-
po ou do préprio anticorpo com polie-
tileno-glicol, de peso molecular 6.000
(“PEG") (10}

Em virtude da experiéncia acumulada
com o uso de “PEG' na separagio dos
complexos antfgeno-anticorpo dos hor-
mébnios livres, encaminhamos nossa pre-
feréncia para o emprego de “PEG" se-
guindo o método proposto por Nakagawa
et al.{19) para a quantificagio dos nfveis
de insulina livre e total em plasma de
individuos diabéticos em tratamento
insulfnico, por radioimunoensaio (RIE).

Il - MATERIAL E METODOS

O plasma de individuos em tratamen-
to insulfnico, por conter insulina livre e
ligada a anticorpos espec(ficos enddge-
nos, deve ser processado para a determi-
nacdo das 2 fragdes de insulina seguindo
0 esquema abaixo, que sintetiza o fra-
cionamento de insulina livre (IF) e liga-
da ao anticorpo (IB—Ab), em que a
adicdo de polietileno glicol a 25% a
amostra de plasma v/v precipita o com-
plexo insulina-anticorpo, utilizando-se o
sobrenadante (IF) para o RIE (esque-
ma 1),

A insulina total (IT) no plasma de
pacientes tratados com insulina comer-
cial bovina e apresentando anticorpos
foi separada de acordo com o método
de Nakagawa et a/.{10) em que o com-
plexo insulina-anticorpo ¢ dissociado
com &cido cloridrico (esquema 2).

Para a dissociagdo do complexo insu-
lina-anticorpo, a amostra deverd ter o
seu pH levado para aproximadamente
2,5 com HCL. Apbs a incubagdo por 1
hora a temperatura ambiente, adicio-
namos “PEG” e elevamos o pH para 8,0

Plasma
IF + (IB — Ab)
o
!JPEG‘f
(Centrifugag3o)
Precipitado Sobrenadante
IB — Ab IF
0,1 ml — RIE

Esquema 1 — Separacéo de insulina livre
imunorreativa.

com hidréxido de sédio 1N, Apés cen-
trifugagdo, deve-se obter um sobrena-
dante claro, onde se encontra a insulina
total (esquema 2).

Ocasionalmente pode ocorrer turbi-
dez, dificultando a separagcdo das fases,
0 que pode ser corrigido ajustando com
precisdo o pH para 8,0 + 0,3.

A capacidade ligante do plasma foi
obtida incubando uma amostra de plas-
ma com radioinsulina. Apds a incuba-
¢do, similar & do RIE, fazemos a separa-
¢do da insulina 125] ligada ao anticorpo
circulante (B) e da livre, com “PEG”, e
medindo-se o precipitado determinamos
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Plasma

IF + IB — Ab

HCI 1N
Incubagdo 1 h

IF + 1B + Ab

“PEG"” NaOH 1 N
(Centrifugagdo)

Precipitado Sobrenadante

AB IT=1F + 1B

Esquema 2 - Separacdo da insulina to-
tal imunorreativa.

a capacidade ligante do plasma como
percentagem da radioatividade total

empregada (T).

B
Capacidade ligante: — X 100
i

2.1. Procedimento com amostra de plas-
ma a ser ensaiada apds separagdo da
insulina livre (IF)

A 0,5ml de amostra de plasma adi-
ciona-se 0,6ml de “PEG” 25% (solugdo
aquosa) gelado e, ap6s agitagdo e cen-
trifugag3o, tomamos 100ul do sobrena-
dante (IF) do ““PEG" para RIE.

2.2. Procedimento com amostra de plas-
ma a ser ensaiada apos separagdo da
insulina total (IT)

A 0,bml de plasma adicionamos
100ul de HCI 1N e, apbs agitagdu em
“Vortex”', incubamos por 1 hora a tem-
peratura ambiente. Adicionamos entdo
0,7ml de “PEG"” 25% e, ap0s agitacdo
em ‘‘Vortex', ajustamos o pH com
100ul de NaOH 1N e agitamos nova-
mente. As proteinas de grande peso
molecular (anticorpos) sdo precipitadas.
Apos centrifugagdo usamos 100ul do
sobrenadante (1T} no RIE. Durante as
operacdes de separagdo insulinica
acumulam-se perdas que devem ser
estimadas para corre¢do apropriada.
Para tanto, adicionam-se as amostras
de plasma, sem anticorpo e de concen-
tragdo conhecida de insulina, quantida-
des finitas de insulina marcada e deter-
mina-se, ao final das operagbes, um
fator de corre¢do para as perdas da
radioatividade. Avaliamos, assim, além

TABELA 1

Cilculo do fator de corre¢do (FC) da separacdo da insulina total e livie com 10 amostras de
plasma sem anticorpos presentes

Insulina livre

Insulina total

Adicio em 0,5mlde  Adi¢do em 0,1ml do

plasma sobrenadante para RIE
3.033 295
3.195 310
3.150 280
2.980 275
3.100 320
3.070 298
3.048 330
3.170 300
3.125 290
X=3.112 X =296
3.112

FCqeparaeio = ——= 10,51
separagao 296

10,51
FCyolume :‘g— =2,10

[Cipal = 2,10

Adi¢do em 0,5ml de

Adigdo em 0,1ml do

plasma sobrenadante para RIE
3.100 200
3.230 175
3.095 180
2.980 158
3.145 158
2.930 195
2.890 185
3.110 194
3.258 188
X =3.097 X =180
3.079
FCeenaracio =——= 17,10
separacio 180
17,10
FCyolume =—— = 342
FCrinal = 4,42

* Contagens por minuto de radioinsulina adicionada.
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do fator de corregdo para a diluigdo
final e as perdas, a recuperagio.

2.3. Capacidade insulino-ligante do plas-
ma !

Para esta determinagio tomamos
100u) da amostra de plasma e procede-
mos 3 incubagdo somente com a radio- -
insulina, como ja indicado.

2.4. Radioimunoensaio

Para o radioimunoensaio preparamos
uma série de tubos com um volume final
de 0,3ml por tubo (0,1ml — amostra ou
padrdo; 0,1ml de soro antiinsulina na
diluicdio de 1:20.000, chegando-se a uma
diluigdo final de 1:60.000, e 0,1ml de
insulina 1251 (+ 20.000 cpm).

Apbs a 13 incubagdo de 24h com o
anticorpo e 228 incubagio 24h com o
tragador, utilizamos, como técnica de
separagdo da insulina livre e ligada ao
anticorpo, a precipitagdo da forma
ligada com 0,3ml de “PEG"” 25% gela-
dof4),

O poder competitivo e, consegiente-
mente, a massa do hormdnio a determi-
nar é apreciada através da relagdo B/T,
ou seja, mercé da razao entre as quanti-
dades de horménios ligados e radioativi-
dade total do tragcador, descontando-se
as ligagOes inespecfficas do tragador
{NSB).

Efeito do “PEG " na curva-padréo

Preparamos uma curva-padrdo como
valores que se distribuem entre 3 a
200uU/ml e uma outra curva-padrao
com as mesmas concentragdes, mas
dilufdas com ““PEG” a uma dilui¢do
final 12,5% para compararmos o percen-
tual de ligagdo da insulina marcada na
presenca de "“"PEG"” com diluigdo final
que existe em cada amostra a ser ensaia-
da.

I — RESULTADOS

A tabela | relne os dados numéricos
do fator de corre¢do em 10 amostras de
plasma de controles normais.

A adi¢3o de radioinsulina ao plasma
apresentou uma meédia de 3.112cpm
para a insulina livre (IF) e 3.079cpm
para insulina total (IT). Apds a separa-
¢do com "“PEG", obtivemos uma média
de 296cpm para |F e 180cpm para IT,
em uma tomada de 100ul, obtendo-se
um fator de correcdo 2,10 para IF e
3,42 paraalT.

Na tabela |l apresentamos a reprodu-
tibilidade do fator de corre;do em 10
separagdes diferentes no decorrer de 1
ano. Obtivemos, para a |F, uma média
+ DP de 1,97 = 0,11, com o coeficiente
de variagio de 5,8% e, para a IT, a
média = DP foi de 3,66 £ 0,30, com um
coeficiente de variagdo de 8,15%.

A tabela Ill consigna os valores da
concentragdo de insulina quantificada
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TABELA 1I

Reprodutibilidade do fator de corre¢do (FC)
para o sobrenadante de “PEG” de
insulina livre e total em 10 separa¢des
diferentes de plasmas normais

Insulina livre (IF) Insulina total (IT)

1,94 3,46
2,00 3,33
2,10 3,39
1,89 4,00
1,93 3,56
2,20 3,82
1,80 3,50
1,93 4,05
2,02 342
1,90 4,10
X =1,97 X =3,66
DP=0,11 DP=0,30
CV=5,8% CV=28,15%
TABELA III

Concentragdo de insulina total (IT) e livre (IF)
ap6s separa¢io do plasma com “PEG”
e a medida diretamente no plasma (insulina
direta), de individuos normais antes e
ap6s estimulo glicémico

Insulina direta Insulina livie Insulina total

12 12 16
19 18 21
45 41 47
71 73 75
95 96 99
103 105 113
125 123 128
138 122 150
156 144 172
172 166 197
1=0,99 r=0,99
r=0,99

Capacidade insulinozligante do plasma
=NSB (1 a 5%)

TABELA 1V

Medida de insulina nos sobrenadantes de
“PEG” lidos na curva-padrio usual e
naquela diluida com “PEG” (12,5%)

Resultados na curva Resultados na curva

direta U/ml em “PEG” uU/ml

2 6

4 8

16 32

20 64

24 72

36 80

49 92

52 104

ST 116

60 124

70 128

80 148

90 170

100 200

r=10,99

diretamente e no sobrenadante de
“PEG” (IF e IT) de plasma normais
colhidos em diversos tempos apOs carga
de glicose oral. O coeficiente de correla-
¢cdo foi de 0,99 na comparagdo de IL x

% B/t
60

50

40

30

DIRETOJ

/DlLuncho 112 -12,5% “PEG"

20}
10 1 1 | =k
0 50 100 150 200
pu/mi PADRAO

Fig. 1 — Curvas-padrdo para o radioimunoensaio de insulina realizadas diretamente (“’Direto”’) e
em padrées diluidos 1:2 com “PEG” a uma concentragio final de 12,5% de “PEG”.

média diferente no plasma (insulina
direta); IT x insulina diretae IF x IT.

Observa-se que os resultados da IL x
direta sdo muito préximos, praticamen-
te iguais, sendo que, para os valores mais
elevados da insulinemia, a forma livre é
menor do que a direta. Por outro lado, a
IT foi sistematicamente maior do que a
direta e livre, particularmente a nfveis
hormonais mais elevados.

Na fig. 1 acham-se representadas
uma curva-padrdo preparada de modo a
cobrir valores de insulina que se esten-
dem de 3 a 200uCi/ml e outra obtida a
partir da mesma solugdo-padrdo esto-
que, mas diluida a 12,5% com “PEG",
havendo uma correlagdo altamente signi-
ficativa entre as 2 curvas (r = 0,99).

Na tabela IV estdo os resultados em
1U/ml dos sobrenadantes de ‘PEG"’ lidos
na curva-padrdo direta e na dilufda 1:2
com “PEG” {r =0,98).

Pela diferenga observada entre as
curvas-padrdo com e sem 'PEG"”, os
valores de insulina no plasma tratado
com “‘PEG", lidos na curva-padr3o usual,
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mostraram ser em média 1,87 vez maio-
res.
A tabela V reGne os dados relativos
ao percentual da capacidade insulino-
-ligante, concentragdo de insulina totai
(IT) e livre (IF) contidas no sobrenadan-
tes de "PEG" em amostras de plasma de
pacientes diabéticos tratados com insuli-
na comercial e que ndo desenvolveram
anticorpos antiinsulfnicos. Os resultados
sdo comparéveis aos obtidos em contro-
les normais: a insulina livre variou de 2 a
3 uUi/ml, a total, de 3 a 12ulU/mie a
capacidade insulino-ligante do plasma de
1 a5%.

Na tabela VI temos os resultados em
10 amostras de plasma de pacientes dia-
béticos tratados com insulina comercial
e que desenvolveram anticorpos antiin-
sulfnicos. Observa-se que a percentagem
de ligacdo da radioinsulina variou de 47
a 87%.

Os nfveis de insulina basal total varia-
ram de 160 a 3.000uU/ml, sendo que a
insulina livre se manteve dentro do
observado nos individuos normais, de 4
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TABELA V

Concentragdo de insulina total (IT) e livre (IF) e percentagem de ligagdo em 10 amostras de

plasma colhidos em jejum de pacientes diabeticos em

tratamento insulinico e sem

desenvolvimento de anticorpos

Amostras IF

=]
=]

pU/ml

(3NN RN N N P VY S
WM

—_

Capacidade insulino-ligante do
plasma

%

[ aial R o ol S R RS RV

a 9uU/ml, independente dos valores al-
cangados pela insulinemia total.

IV — DISCUSSAO

Na separagdo de insulina livre e total,
os erros adicionados com as perdas de
insulina por adsor¢3o nas paredes dos
tubos ou precipitagdo com “PEG", bem
como a prépria degradagdo da radioinsu-
lina, poderiam, teoricamente, ser varia-
veis, de amostra para amostra, mas
observamos pequena variagdo ao empre-
garmos o principio da dilui¢do isotdpica
para verificar a recuperagdo da insulina
durante o seu fracionamento e, confor-
me se poderd observar nas tabelas | e |1,
o fator de correg¢do variou muito pouco
em amostras diferentes de plasma nor-
mal.

Do mesmo modo, o coeficiente de
varia¢8o da insulina livre e total com 10
separagdes diferentes de plasma normal

(reprodutibilidade interensaio) foi exce-,

lente para a insulina livre e boa para a’

total.

Em virtude da semelhanga do fator
de corregdo para diferentes plasmas, ndo
realizamos o célculo do fator em amos-
tras isoladas e, sim, a avaliacdo de 10
amostras escolhidas ao acaso, em cada
ensaio, para assim obter o fator de cor-
re¢3o médio para o ensaio respectivo.

Embora teoricamente o fator de cor-
recdo obtido em soros normais ndo
possa ser utilizado para o ensaio inteiro,
em virtude de concentragdo varidvel do
anticorpo nas diversas amostras e da
afinidade diferente dos diversos anti-
corpos para a insulina, nossa experién-
cia mostra que, de maneira geral, ndo
ha diferengas significativas entre os
valores do fator de corre¢do obtidos
com plasmas normais e para os diversos
plasmas de pacientes, com anticorpos
antiinsulfnicos, no mesmo ensaio. Tal
fato pode ser observado na tabela VI,
em que se nota uma correlagdo signifi-
cativa (r = 0,77) entre a insulina total
(ou ligada ao anticorpo) e a capacidade
insulino-ligante do plasma, sendo a ulti-

84

ma determinada pela ligagdo total dos
anticorpos presentes.

Entretanto, as vezes se observa uma
discrepancia entre os dois parametros,
quando entdo se torna necessdrio obter
fator de corre¢do para cada amostra
isolada. Tal situagdo é diversa da presen-
te no RIE, quando empregamos o
mesmo anticorpo em concentragdes
equivalentes para a curva-padrdo e nas
amostras analisadas, e assim este fator
é eliminado. S

A falta de correlagdo entre os niveis
de insulina livre e total nos pacientes
tratados com insulina que desenvolve-
ram anticorpos (tabela VI) mostra uma
das vantagens do método de separagdo
com ‘“PEG”, que é a obtengdo dos
nfveis de insulina livre sem interferéncia
dos valores daquela ligada ao anticorpo
{(insulina total-insulina livre), como ja
fora observado por Nakagawa et al.{6).

Embora esses AA.(6) mencionem que
a curva-padrdo para a insulina na presen-
¢a de “PEG” seria superponivel aquela
obtida na tampdo, isso ndo foi confir-
mado por Kuzuya et al.{?) e Heding e
Karperska-Czyzykowa!7), que observa-
ram valores diferentes entre a mesma
amostra lida na curva-padrdo com e sem
“PEG''. Do mesmo modo, observamos
que os valores lidos na curva-padrdo
com 12,5% de “PEG" foram, em média,
1,87 vez maiores do que aqueles obtidos
na curva sem “PEG" (tabela IV e fig. 1).

Interessante observar que o método
descrito nesse trabalho permitiu detec-
tar, em indivfduos normais pelo menos,
uma quantidade significativa de insulina
imunorreativa apds precipitagio com
“PEG” (tabelas Ill e V), ou seja, uma
diferenca entre a insulina total e livre
também observada por llkov et al.(8)
que denominaram de fragdo indireta da
insulina, cujo significado ainda ndo foi
definido e que poderia ser apenas um
artefato de técnica (considerando o
nGmero maior de manipulagtes e fator
de corre¢do também maior, para medir a
insulina total em relacdio & livre). Tal
fragdo indireta foi também observada

em plasma de pacientes em terapéutica
insulinica e que ndo desenvolveram
anticorpos. Evidentemente, esta fragdo
ndo poderd ser identificada na presenca
de anticorpos antiinsulfnicos.
Ocasionalmente, pacientes diabéti-
cos, em tratamento insulinico, com anti-
corpos presentes, apresentam nfveis de
insulina livre basal varidveis, chegando as
vezes até 400uU/mi ou acima, estudados
em maltiplas ocasides e recebendo uma
dose constante de insulina exdgena, sem
que se observem alteragGes significativas
da glicemia, havendo, entretanto, uma
certa correlagdo com a insulina total
correspondente (dados ndo publicados).
Ali4s, Hayford e Thompson(5) mostra-
ram que a concentra¢do integrada de gli-
cose ndo mostra correlagdo significati-
va com a concentra¢do integrada de
insulina livre, no nictémero, havendo,
entretanto, uma correlagdo significativa
entre a concentra¢do integrada de insu-
lina livre com a total. Entretanto, ndo
sdo conhecidos de maneira precisa 0s
fatores que regulam as concentragdes de
insulina livre e total observadas em um
mesmo paciente. Em geral, em condi-
¢des de equillbrio dindmico, a relagdo
entre a insulina livre e ligada ao anticor-
po é uma fung¢do do tltulo dos anticor-
pos e das constantes de equilfbrio para
as reagdes de ligagdo, mas a concentra-
¢80 absoluta do hormonio livre depen-

deré do poo/ total do hormdnio.
A assincronia entre as concentragdes

de glicose e de insulina livre, no paciente
diabético, em tratamento insulfnico,
resulta em um padrdo de concentragdo
de insulina livre inapropriada relativa as
necessidades metabélicas, as concentra-
¢bes de insulina livre podendo ser ina-
dequadas para as sobrecargas dietéticas
ainda que s vezes excessivas para oS
perfodos interalimentares.

Finalmente, a possibilidade de se
medir a concentragdo de insulina ligada
ao anticorpo, em casos de diffcil contro-
le do diabetes ou em resisténcia a insu-
lina, pode dar ao clfnico informagdes
para distinguir 'entre a resisténcia insu-
Ifnica imune a ndo-imune. Com efeito,
Berson e Yalow(l) demonstraram uma
correlagdo entre a capacidade total
ligante para insulina no plasma (insulina
total) e as necessidades de insulina em
pacientes com resisténcia imune a insu-
lina exdgena. Nestes pacientes, a capaci-
dade ligante do plasma geralmente exce-
de a 10.000uU/mi.

Em 3 pacientes com resisténcia 2
insulina, a insulina ligada ao anticorpo,
avaliada pela diferenga entre a insulina
total e livre (IB — Ab), foi de 3.000,
6.700 e 10.500uU/ml, enquanto, na
nossa experiéncia, pacientes em tera-
péutica insulfnica sem resisténcia atin-
gem, no maximo, concentragdo de 1B —
Ab, correspondente a 4.700uU/ml
(dados n3o publicados).
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TABELA VI

desenvolvimento de anticorpos

Concentragdo de insulina livre (IF) e total (IT) e percentagem de liga¢io da radioinsulina em 10
amostras basais de plasma de pacientes diabéticos em insulinoterapia, com

SUMMARY

Evaluation and standartization of " a
method for measuring free and total
indulin in plasma containing antibodies

TR IF IT Capacidade ll):;::rlnu;o-llgante do toinsulin.
% The authors describe a simplified
" uU/ml ALl e method for measuring free, total and
1 9 930 71 antibody-bound insulin in insulin-treated
2 4 416 65 patients in whom antibodies to insulin
3 4 740 78 are present. Free insulin, metabolically
‘5* ‘71 Z%Z g‘; active, is extracted from plasma with
6 6 660 69 polyethylene glycol (MW: 6,000) 258%
7 9 256 57 solution. Total insulin is extracted from
g 2 3(1)28 % plasma with polyethylene glycol so_lution
10 8 864 70 after dissociation of the antibody-
antigen complex with dilute HC/
x=0,77. Aliquots of the extracts are used in the
radioimmunoassay system. Antibody-
RESUMO ligada ao anticorpo é a diferenga entre -bound insulin is the difference between

Os autores descrevem um método
simplificado para medir insulina livre,
total e ligada ao anticorpo em pacien-
tes tratados com insulina e que apresen-
tam anticorpos anti-insulfnicos.

A insulina livre, metabolicamente
ativa, é extrafda do plasma com polie-
tileno-glicol a 25%. A insulina total é
extrafda com a solugdo de polietileno
glicol ap6s a dissociagdo do complexo
antigeno-anticorpo com HCI diluido.
Alfquotas dos extratos sdo usadas no
sistema,de radioimunoensaio. A insulina

os valores de insulina total e livre e refle-
te a concentra¢do dos anticorpos insu-
Iinicos presentes. Determinou-se tam-
bém a capacidade insulino-ligante do
plasma, ap6s sua incubag¢do com radio-
insulina e que se correlacionou signifi-
cativamente com a insulina total nos
pacientes com anticorpos antiinsulina.
Os nfveis de insulina livre medidos nos
pacientes com anticorpos foram simila-
res aos observados nos controles nor-
mais, independentemente dos valores da
insulina total,
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