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El tratamiento con insulina en el paciente - 

diabético, puede traer como consecuencia la posi— 

ble resistencia a la insulina. Cuando los requeri~ 

mientos de insulina de acci0n intermedia alcanzan - 

200 unidades o mas en 24 horas, se habla de resis- 
tencia insulinica. Esta resistencia insulinica pue
de estar causada por el desarrollo de anticuerpos - 
anti - insulina exo9ena. 

En trabajos previos realizados en el Labora

torio de Hormonas de¡ Centro Médico La Raza se de- 
mostro la presencia de anticuerpos anti - insulina - 

en este tipo de pacientes pero se planteó la nece- 

sidad de caracterizar a estos anticuerpos, para - 

que de este modo el médico tratante pueda tener - 
una orientación sobre las medidas terapéuticas ne- 
cesarias para el control de estos pacientes. El ob

jetivo de¡ presente estudio es: 

A) A-daptar una técnica que permita encon- - 
trar la proteina responsable de fijar a la insuli- 

na por medio de la separaci0n de las proteínas - - 
plasmaticas, usando para este fin insulina marcada
con 1251 y cuanteando la radioactividad de cada - 

banda en un contador de centelleo de radiaciones - 
gama. La técnica que mejor se presta para este fin
es la electroforesis en gel de poliacrilamida, ya - 

que los geles son excelentes soportes ( 16). 

B) Una vez demostrado que la proteina fija- 
dora de insulina tenia una movilidad electroforéti
ca tipo gama, se procedio a identificar siesta era

de¡ tipo 19G o 19M ( 18 para lo cual se' uso - 

115(
19) '

les parainsulina marcada con 1 y p 1 acas comerc i a
identificación de inmunoglobulinas ( Tri- Partigen). 



G E N E R A L I D A D E S



El

A.~ HISTORIA DE LA INSULINA. 

En 1869 Langerhans describió los islotes - 

pancreáticos que llevan su nombre; pero su función

siqui0 siendo un misterio durante muchas decadas.- 

El papel endocrino M páncreas se establecio en - 

1889, cuando von Mering y Minkowski demostraron - 

que la pancreactectomia iba seguida de diabetes sa

carina en los animales. La identificación de la - 

funci0n endócrina M tejido de los islotes fue - 

obra de Schuize en 1900 y Ssobolew en 1902, que pl
dieron destruir el tejido normal de los acini, con

servando los islotes y un metabolismo normal de - 

glucosa, mediante ligadura de los conductos pan- - 

creaticos. Finalmente, en 1921, Banting y Rest lo- 

graron extraer insulina del páncreas. Ahora se sa- 

be que la funci0n endocrina del pánereas esta loca

izada en los islotes de langerhans, que son celu- 

las epiteliales dispersadas a traves de todo el or

gano. 

B.- SINTESIS DE LA INSULINA. 

La insulina, es la hormona antidiabetica - 

que se produce en el páncreas por las células beta

de los islotes de Langerhans, es una proteina que - 

esta formada por 51 aminoacidos, tiene un peso mo- 

lecular minimo de 6, 000 y es estable en soluciones
ácidas diluidas a pH de 2. 5 a 3. 5. La molecula de - 

insulina está compuesta de dos cadenas de polipep- 
tidos, designadas A ( 21 aminoacidos) y B ( 30 amino

acidos) que están conectadas entre sí por dos enla

ces disulfuro que unen los aminoácidos císteina, - 

como se muestra en la figura 1. ( 1). La cadena A - 

contiene además un enlace disulfuro entre dos de - 
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sus cisteinas lo que es importante porque la secuencia de ami

noácidos dentro de la cadena es diferente, para las diferen— 

tes especies animales. La insulina de cerdo, de perro y la hu
mana tienen una composición de aminoácidos similar en estas - 

posiciones y diferente entre sr unicamente en el carboxilo - 
termina¡ de la cadena 8. La insulina de cerdo en forma simi— 

lar a la bovina, tiene alanína en esta posición; la insulina - 

humana tiene en cambio treonina. 

COOH

NH 2- 

19

17

Figura 1. Estructura de la insulina humana. 
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La sintesis de la insulina biológicamente activa que - 
se puede medir en sangre es el resultado final de una serie - 
de pasos. En primer lugar se forma proinsulina, esta es una - 

cadena de polipeptidos larga con un peso molecular de alrede- 
dor de 9, 000. Figura 2. 

Figura 2. Estructura de la proinsulina porcina. 
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En segundo lugar hay un rompimiento de la - 

cadena de proinsulina que queda dividida en insuli

na y una cadena conocida con el nombre de péptido- 

conectante. 

Cuando la biosintesis de insulina se sigue - 

en una célula beta pancreatica, se puede observar - 

que la proinsulina se localiza en el reticulo endo

plasmico. A partir de aqui la proinsulina se con— 

vierte en insulina en el aparato de Golgi, final— 

mente se almacena en los granulos. Estos granulos- 

de la célula beta estan compuestos de cristales de

zinc de ínsulina. Muchos estudios han mostrado una

correlación entre el grado de granulación de la cé

lula beta y el contenido de insulina de¡ páncreas. 

En 1953 se inicia la sintesis quimica de al

gunas hormonas peptidicas, dando lugar a que gru— 

pos de Alemania, Estados Unidos y China enfoquen - 
sus estudios a la sintísis en el laboratorio de - 

las dos cadenas peptrdicas de la insulina. ( 24). - 

La introducci0n de una máquina programada automáti

camente logra facilitar la sintesis y acortar el - 
tiempo, pudiendo sintetizar la cadena A ( 21 amino- 

ácidos) en 8 dias y la cadena 8 ( 30 aminoácidos) ~ 

en 11 dias. Sin embargo la sintesis quimica total - 

de la insulina humana se desarrollo en los labora- 

torios Ciba- Geigy en Brasilia Suiza en 1974 por el
Dr. Werner Rittel. ( 27) 

C.- SECRECION DE LA INSULINA. 

El proceso secretor para la insulina almace

nada después de la estimulacion por glucosa o tol- 

butamida ha sido captado por la microscopía elec~- 
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tr6nica. Es semejante a la secreción de otras pro- 

teinas almacenadas como granulos, incluyendo aque- 

llas que se encuentran en la pituitaria y células- 
acinares pancreaticas. Durante la secreción, los - 

granulos se mueven hacia la membrana plasmática de
la célula, donde la membrana superficial del granu

lo se fusiona con la membrana celular. las membra- 

nas fusionadas se rompen fuego y el contenido gra- 

nular se libera en el espacio pericapilar. Este

proceso se llama emeiocitosis. Lacy y col. en - 

1968, observaron microtubulos a los cuales están

adheridos algunos granulos y sugirieron que ellos~ 

facilitan o dirigen este movimiento granular. Los - 

agentes que destruyen a estos mierotúbulos ( ven- - 

crestina, óxido de deuterio) inhiben la secrecion- 

de insulina. los organelos microfilamentosos tam— 

bien han sido observados e implicados en el proce- 

so de secrecion. 

Durante los ultimos años, se ha podido de— 

mostrar que un gran numero de compuestos mejora la

liberación de insulina a partir de¡ páncreas. Se - 

debe enfatizar que el proceso de secreción de insu

lina comprende dos distintas fases, una de ellas - 

ocurre inmediatamente despues de la administración

de un compuesto en particular, y la otra fase está

en cierta forma retardada. Estas dos fases proba— 

blemente representan sitios anatómicos o metaboli- 

camente diferentes a partir de los cuales la insu- 

fina se libera. 

Diversos tipos de carbohidratos tales como~ 
hexosas; glucosa, manosa y fructuosa, y las pento- 

sas ribosa y xilosa promueven la liberaci0n de in- 

sulina. Aún existe la duda de si la glucosa tiene - 

A



que ser metabolizada para

la molecula de glucosa por

en un receptor específico, 

ma su efecto estimulante. 

les se emplean inhibidores

losa) han demostrado que, 

glucosa se interfiere, la

se suprime. 

A

liberar insulina, o bien

si misma puede actuar - 

produciendo en esa for - 

Experimentos en los cua- 

glicoliticos ( manoheptu

si el metabolismo de la- 

liberaci0n de insulina - 

El mecanismo preciso por el cual los amino- 

acídos promueven liberación de insulina no es bien

conocido y podría no ser el mismo para todos los - 

aminoácidos esenciales; actualmente se sugiere que

los aminoácidos más que participar en el metabolis

mo de la célula, actuan en un sitio especifico de - 

un receptor que promueve la secreción de la insuli
na. Se ha demostrado que algunos aminoácidos que— 
no se metabolizan también son capaces de estimular
la secreci0n de insulina. 

Se ha demostrado que algunos acidos grasos - 
de cadena corta, los cuerpos cetónicos y los tri— 

gliceridos también son capaces de promover la libe
ración de insulina. 

Varias hormonas polipeptidicas que incluyen
el glucagon y el ACTH, también estimulan la secre- 
ci0n de insulina. 

En la actualidad se cree que un aumento en - 
los niveles de AMP ciclico, representa un paso fi- 
nal común para la liberaci0n de insulina, después~ 
de la administracion de hormonas polipeptidicas. - 
Las catecolaminas son capaces de regular la libera
ción de ínsulina dependiendo de si los efectos pre
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dominan sobre los receptores alfa o beta adrenergí
cos. 

Finalmente las sulfonilureas que son emplea
das en el tratamiento de la diabetes M adulto, - 

estimulan la liberación de insulina de¡ páncreas. - 

Estas substancias pueden liberar insulina por au— 
mento de los niveles de AMP ciclico. La generación

de ATP mitocondrial parece ser necesaria para la - 
liberación de insulina inducida por sulfonilureas. 

D.- ESTADOS DIABETICOS. 

Durante los últimos aaos se ha hecho aparen
te para los investigadores en el campo de la diabe

tes que la hiper9lucemia o aún una moderada pero - 
significante anormalidad de la curva de tolerancia
a la glucosa es un evento tardio en el desarrollo - 
de¡ estado diabético. 

El cambio genético en si por supuesto es - 

aun totalmente desconocido, pero es claro que un - 

individuo diabético tiene uno o mas genes altera— 
dos. Aun sin conocerse el material hereditario que

el diabético recibe, se puede controlar el efecto - 

que este material tiene en el, durante el período - 

en el cual existe una anormalidad latente. Este pe

riodo que va de¡ momento de la concepcion a el de - 

la primera tolerancia anormal a la glucosa es lla- 

mado el perrodo prediabetico de diabetes. Prediabe

tes significa " antes de diabetes", y puede ser ar- 

bitrariamente definida como la condici0n de aque— 

llas personas que eventualmente desarrollan diabe- 
tes, pero en los cuales ninguna anormalidad M me

tabolismo de los carbohidratos es demostrable en - 
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una prueba de tolerancia a la glucosa -( oral ointra

venosa) aun despues de la administracion de este--- 

roídes. Esta resistencia dinamica a la diabetes, - 

no siempre exitosa se caracteriza lo que ha sido - 

llamado el periodo prediabético. 

Obviamente este periodo de prediabetes pre- 

cede el estado de diabetes " química" en el cual no

hay sintomas de¡ padecimiento, la glucemia en ayu- 

nas es normal, pero la tolerancia a la glucosa es- 
ta alterada ( con o sin la adici0n de esteroides, - 

embarazo, infección, estress, etc.). Este estado - 

de diabetes qu' Imica señala " el fin de la batalla - 
para resistir el desarrollo de la diabetes" ( 26) y

el momento más temprano en que se puede demostrar - 

una tolerancia anormal para la glucosa. 

El estado final es el de diabetes clinica - 
franca o sintomatica " aguda o cronica" en el cual, 

hay sintomas caracterfsticos M padecimiento y - 

los valores de glucosa son anormalmente altos. 

Estos tres estados, desde prediabetes hasta

diabetes sintomatica, no son necesariamente progre

sivos en direccion de avance, ya que en algunos in

divíduos puede haber regresión de un periodo a - - 
otro ( por ejemplo de diabetes quimica a prediabe— 
tes) y eso puede suceder sin cambios en el peso

corporal o en ausencia de tratamiento. 

Solo en muy pocas situaciones pueden estar - 
uno seguro que el estado prediabético existe en - 

presencia de una tolerancia normal para la gluco— 
sa. Algunas de estas causas son: ( 3) ( 4) 
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a) El gemelo idéntico no diabético de un - 
diabético. 

b) Individuos con parientes cercanos diabé- 
ticos. De acuerdo a Steinberg ( 26), la probabilí— 

dad de que una persona tenga una tendencia geneti- 
ca a diabetes es de aproximadamente 100% cuando su

padre y su madre son diabéticos; 50 a 80% cuando - 

el sujeto tiene un padre diabético y un abuelo por
el lado de¡ padre no diabético o con un padre dia- 
beitco, un hermano diabético y un abuelo diabético
del lado del padre que no es diabético; 30 a 40% - 

cuando los parientes diabéticos son dos abuelos - 

no esposos entre si) o cuando un padre y un primo

hermano por el lado de¡ padre no diabéticos tiene - 

este padecimiento. 

c) Mujeres con historia obstétrica anormal. 

1.- Con productos macrosómicos ( mas de « - 

de peso). No todas las madres que en el futuro van

a ser diabéticas tienen hijos macrosomicos, aunque

hayan tenido muchos hijos, Jackson, ha demostrado - 

que el 62% de las madres en etapaprediabética han~ 

tenido cuando menos un niño con más de 4K de peso - 
en el momento de nacer. 

2.- Mortalidad perinatal. 

3.- Abortos. repetidos. 

4.- Toxemia. 

5.- Algunas otras alteraciones obstétricas - 

asociadas a prediabetes han sido mas discutidas ta

les como: infertilidad, hidroamnios, prematurez, 

malformaciones congenitas y lactancia excesiva. 
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d) Individuos obesos. 

Karam y col. encontraron una respuesta de - 

insulina a la glucosa elevada en sujetos obesos. - 

Resultados similares fueron reportados en hijos de

ambos padres diabéticos por Camerini Dávalos y col. 
con una técnica diferente. 

e) Sujetos con manifestaciones vasculares - 
de las que se observan en la diabetes. Estas pue— 

den incluir retinopatia, enfermedad coronaria, y/ o

alteraciones neurologicas de¡ tipo de la diabetes - 

tales como dolor en las extremidades e impotencia. 

E.- TRATAMIENTO DE LA DIABETES. 

La diabetes juvenil es tratada comUnmente ~ 

con insulina y regimenes dietéticos; no es todavia

posible un tratamiento perfecto de mantenimiento. - 

En los diabéticos de iniciación en edad madura que

solo tienen un grado moderado de la enfermedad se - 

pueden usar agentes hipoglucemiantes efectivos por

via oral

El descubrimiento de la insulina por Ban --*- 

ting y Best en la Universidad de Toronto, se llevo

a cabo en el verano de 1921. La primera inyeccion~ 

de insulina a un paciente diabético se aplicó en - 
el Hospital General de Toronto, el 11 de enero de - 

1922 a un joven de 14 años. La insufina fue crista

lizada por Abel en la Universidad de John Hopkins - 

en 1926. La insulina protamina zinc se introdujo - 

en 1937, la insufina globina en 1939, la insufina- 

NPH en 1950, y la familia de las insulinas lentas - 

en 1954. 
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El tratamiento con insulina es imperativo - 

para la mayoria de los pacientes en los que la dia

betes se inicia antes de los 20 años de edad. - - 

Usualmente es necesaria en aquellos pacientes en - 

que se inicia antes de los 40 aPíos de edad y aun - 
frecuentemente se indica en aquellos pacientes con

inicio después de los 40 allos. El tratamiento con- 

insufina es necesario a cualquier edad cuando la - 

diabetes es de tipo inestable. 

Las insulinas que se usan clinicamente son; 

insulinas modificadas quimicamente como la insuli- 

na bovina sulfatada, la insulina porcína ( íntacta- 

o sin alanina, en la posici0n 30 de la cadena B) e

insulina de salmOn indicada en diabéticos resisten

tes debido a su reducida antigenicidad y reaccion- 
cruzada con los anticuerpos circulantes. 

Las preparaciones de insulina que se han he

cho para que su accion y su absorci0n sea más pro- 

longada presentan la desventaja de ser mas inmuno- 

genicas que la insulina cristalizada, la protamina

zinc insulina, se absorbe más lentamente que la in

sulina simple y puede abatir a la glucemia por mas

de 24 horas, mientras que se requerirán 2 6 3 in— 

yecciones de insulina simple para igualar este - - 

efecto. La globininsulina, es una combinación de - 

insulina y globina, su efecto dura de 12 a 15 ho— 
ras. La insulina ultralenta se prepara por una

cristalización controlada en presencia de altas

concentraciones de zinc y acetato para producir
cristales grandes que son en consecuencia lentamen

te liberados a la circulación. La insulina lenta - 

es una combinacion 7: 3 de insufina ultralenta y - 

simple y tiene un efecto intermedio. La insulina - 
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comercial se ofrece ahora en tres concentraciones: 

40 U, 80 U, 100 U, refiriendose las unidades a un¡ 

dades por mililitro. 

la unidad de insulina es la cantidad reque- 

rida para reducir la glucosa sanguínea, en un cone

jo normal de 2K con 24 horas de ayuno, de 120 a 45

m9/ 100mI. El estándar internacional contiene 24 - 

unidades/ m9 de insulina cristalizada. la mayoria - 

de las preparaciones comerciales de insufina cris- 

talina tienen un promedio de 25 U/ m9- 

El uso de sulfonilureas fué introducido por

Ryan y Schwartz para el tratamiento de hiper9luce- 

mia asociada a diabetes mellitus. Conn en 1936 re- 

porta una dieta alta en proteinas y baja en carbo- 
hidratos para el tratamiento de hiper9lucemia. 

Es útil el uso de sulfonilureas en el trata

miento de los diabéticos de tipo de " inicio adul— 

to" quienes aun conservan parte de la funcion pan- 

creática.. no en personas cuyo pancreas ya no produ

ce insulina como los diabéticos juveniles. Las sUl

fonilureas efectivas por vía oral más extensamente

empleadas son; la toibutamida ( Orinase), la cloro- 

propamida ( Diabinese) y la tolazamida ( Tolinase), - 

siendo las dos ultimas de acci0n prolongada, la - 

gliburida tiene igual acción a la toibutamída, pe- 

ro es 50 a 100 veces más potente que esta. Estu- - 

dios hechos por Anderson y Herman en un grupo de - 
pacientes diabéticos, mostro que la respuesta cli- 

nica a las sulfonílureas es similar a la reportada

por Economov, Ryan y Schwartz, produciendo un ali- 

vio de la hiper9lucemia. Los sintomas de la hiper- 

glucemia fueron desapareciendo con la administra— 
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cion de sulfonifureas, pero cuando fue suspendido - 

el tratamiento los síntomas vuelven. Al reanudar - 

el tratamiento con sulfonilureas los síntomas desa

parecen nuevamente. ( 6) El uso de biguanidas tam— 

bien es importante pues bloquea la gluconeogénesis

con lo cual el nivel de glucosa sanguínea no se - 
eleva. 

F.- FORMACION DE ANTICUERPOS ANTI - INSULINA. 

Un inconveniente muy importante que provoca
la inyección repetida de insulina es la produccion

de anticuerpos anti - insulina en algunos sujetos - 

diabéticos, después de 2 6 3 meses de tratamiento. 
En ocasiones se encuentran concentraciones eleva— 
das M anticuerpo en personas que han mostrado - 

clinicamente resistencia a la insufina y es cuando
los requerimientos de esta hormona alcanzan 100 a- 

200 unidades o mas al día. 

El mecanismo de formación de anticuerpos no

se conoce con certeza. Existen muchas hipótesis so

bre la formación de anticuerpos, las principales - 

se comprenden dentro de la: 

a) Instructiva. Esta hipótesis postula que - 
el antigeno debe estar presente para servir como - 

molde directo en la síntesis de anticuerpos. 

b) Selecci0n cional. Esta hipótesis propone
que el huesped posee informacion para todos los po

sibles antrgenos existentes y el papel de¡ antíge- 

no será unicamente encontrar el linfocito adecua— 

do. Los antigenos en lugar de llevar información - 

para la nueva síntesis de anticuerpos, simplemente
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seleccionan, y estimulan enormemente la prolifera- 

ción de células que producen globutinas específi— 

cas en forma natural. Tales lineas celulares per— 

sisten subsecuentemente en forma indefinida en el~ 

huesped y producen anticuerpos aun en ausencia del
antrgeno. 

Una gran cantidad de informaci0n obtenida - 

recientemente sugiere que el paso inicial en la - 

producción de anticuerpos es la fagocitosis, cuan- 

do el antigeno es fagocitado por el macrofago este

estimula a los linfocitos, tanto linfocitos T como

linfocitos B, los linfocitos B sintetizan las glo- 

bulinas específicas. Las inmunoglobulínas que más - 

precozmente se producen en la respuesta primaría - 

son 19M; las globulinas 19G aparecen posteriormen- 

te. Algunos linfocitos B a veces requieren de la - 

cooperaci0n de los linfocitos T para una produc- - 
cion eficaz de anticuerpos. 

G.- DETECCION DE ANT' lCUERPOS ANT1- INSULINA. 

La presencia de anticuerpos antl- insulina - 

se ha puesto de manifiesto gracias a estudios y mo
difícaciones de tecnicas radioinmunolOgícas. Ya- - 

llow y Berson en 1960 describen una técnica en lar - 

cual las muestras de los pacientes tratados con in

sulina exógena mostraron resistencia. Usando suero

M paciente e insulina marcada con 1311 proponen - 

una técnica de eromatografia ascendente en la cual

la insulina unida al anticuerpo corre unida a la - 

proteína que la fija, mientras que la no unida per

manece en el punto de apl' icaciOn, haciendo cortes - 

y pasandolos a un contador de radioactividad. El - 

resultado que obtienen demuestra que hay anticuer- 
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pos que fijan la insulina. ( 7) 

Grodsky en 1965, empleando técnicas inmuno- 

lOgicas diferenciales descubriO que los anticuer— 

pos formados contra la insulina exo9ena eran capa- 

ces de combinarse con ella in vivo, as¡ como tam— 

bién inactivar a la insulina formada endogenamen— 

te. Los anticuerpos inducidos en animales por la - 

insulina endogena pueden producir lesiones en el - 

páncreas, destrucción de las células de Jos islo—, 

tes y ocasionalmente, diabetes grave. La insulina - 

combinada con el anticuerpo no está disponible pa- 
ra las células y sólo se degrada lentamente: así - 

mucha de la insulina, administrada o secretada, en

realidad no actua. 

La búsqueda de anticuerpos anti - insulina co
mo responsables de la resistencia a la insufina ha
sido investigada por Karam, Grodsky y Forsham en - 
1969, los cuales estudiaron la resistencia a la in

sulina en pacientes diabéticos que fueron tratados

con insulina exOgena. La detección de estos anti— 

cuerpos se llevó a cabo por técnícas de radioinmu- 

noensayo utilizando insulina marcada con 1251. ( s) 

Las tecnicas de radioinmunoensayo estan ba- 
sadas en la competencia que se efectUa entre un an

tigeno marcado y uno no marcado por unirse a los - 

sitios activos de¡ anticuerpo que se encuentra en - 

cantidades limitadas. El radioinmunoanalisis cons- 

ta de tres pasos fundamentales que son: a) compe— 

tencia, b) separación entre los antrgenos ( unidos - 

al anticuerpo y antigenos libres) y c) cuantifica- 

ci0n de la radioactividad en una de las dos frac~- 

ciones, generalmente se hace en la unidad al anti- 
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cuerpo. 

La separación entre los antigenos puede rea

lizarse por diferentes procedimientos: a) con inmu

noadsorbentes, como el carbon activado, la amberlí
ta, etc., b) por sistema de doble anticuerpo, que - 

consiste en agregar al complejo antrgeno- anticuer- 

po ya formado un antianticuerpo para que precipi— 
te. la cuantificaci0n de la radioactividad se hara

en un contador de centelleo de radiaciones gama, - 
pues el isotopo usado para cuantear la insulina es
1251 . 

El trazo de una curva estandar es indispen- 

sable para la cuantificaci0n de un antigeno en una
muestra problema, durante la competencia se mantie
nen constantes las concentraciones de antigeno mar

cado y anticuerpo, variando las concentraciones - 
de¡ antigeno no marcado ( que funciona como estan— 
dar en la curva de calibración) en forma proporcio
nal, la cantidad de material radioactivo unido al - 

anticuerpo guardara una relación inversamente pro- 
porcional a la concentraci0n de antigeno no marca- 
do. De los datos obtenidos se traza la curva estan
dar, graficando en las ordenadas la relacion por— 
centual del antigeno radioactivo unido al antícuer

po sobre la radioactividad total adicional ( el es- 

tándar radioactivo y el anticuerpo estaran siempre

en las mismas concentraciones) ( 9) ( 10). Existen - 

equipos comerciales los cuales traen manuales para
llevar a cabo la tecnica completa, desde recons- - 
truir los reactivos hasta la manera de reportar - 
los resultados. ( 11) ( 12) 
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Se ha desarrollado una tecnica de radíoinmu

noanalisis para detectar el peptido conectante - - 

C- peptido) que resulta de la conversion enzimati- 

ca de la proinsufina a insulina ya que es secreta- 

do en concentraciones equimoleculares a la circula

ción, por lo que también puede servir para evaluar

los niveles de insulina cuando la técnica de la in

sulina no puede ser aplicada, pero en la cual la - 

presencia de anticuerpos anti - Insulina circulantes

y la terapia de insulína exo9ena interfieren con - 

el ensayo de insulina. ( 13) 

H.- IDENTIFICACION DE LA PROTEINA FIJADORA

DE INSULINA. 

Para llevar a cabo la identificación de la- 

proteina fijadora de insulina se diseaa una técni- 

ca en la cual se usa insulina marcada con 1251, in

cubandola con las muestras de los pacientes. Para - 

la separaci0n de las proteinas plasmáticas se usa - 

la técnica de electroforesis en gel de poliacrila- 

mida, ya que estos geles son excelentes soportes - 

para las separaciones electroforéticas, pues son - 

transparentes, lo que permite la perfecta visuali- 

zación de las bandas de las proteinas una vez teí¡ i

dos, el ser practicamente inertes desde el punto - 

de vista quimico y el ser flexibles y fuertes, lo - 

que permite la manipulacion y conservaci0n ( 14) - 

15) ( 16) ( 17). Terminado el desarrollo electrofo- 

rético se cuantea la radioactividad en un contador

de centelleo de radiaciones gama. 

Hein Christinsen ( 18), menciona un método - 

para determinar si los anticuerpos antl- insufina ~ 

residen en 19G, 19M o 19A. Por medio de una técni- 
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ca de doble anticuerpo para determinar la capaci— 

dad de unión de 19G e 19M humana con la insulina, - 

se encontró que se une a las dos, pero preferente- 

mente a la IvG. Para este estudio se uso ínsulina- 

marcada con 251. Estudios hechos por Sebriakova y
Little ( 19), informan que los anticuerpos anti - in- 

sulina se encuentran en las inmunogiobulinas. Estu

diando mujeres diabéticas embarazadas tratadas con

insulina, hacen determinaciones del indíce de ant -i

cuerpos en las madres y en el cordon umbilical, en

contrando que los anticuerpos son de¡ tipo 19G. 

En el presente trabajo se lleva a cabo una - 

técnica de inmunodifusion radial para diferenciar - 

que tipo de inmunogiobulina es la responsable de - 

acarrear a los anticuerpos anti - insulina. Para es- 

te fin se utilizan placas preparadas comercialmen- 

te Tri~Partigen para 19G e 19M y suero de los pa— 

cientes incubado con insulina marcada con 125l, al

terminar la inmunodifusi6n la radioactividad de - 

las placas se cuanteó en un contador de centelleo - 

de radiaciones ! gama. 
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MATERIAL Y METODOS. 
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MUESTRAS BIOLOGICAS. 

Suero sanqu' Ineo obtenido en ayunas de 33 pa
cientes diabéticos, 17 mujeres y 16 hombres cuyas - 
edades oscilaron entre los 18 a 77 años de edad, - 
que asistieron a consulta externa al Centro Médico

La Raza y los cuales fueron tratados con insulina - 
en dosis altas ( más de 100 unidades diarias) duran

te mas de 3 meses y en los cuales ya se habia de— 
mostrado la presencia de anticuerpos anti - insulina

28). En ellos se realizó la electroforesis en gel

de pollacrilamida para detectar la fracci0n protei
ca que acarrea a los antícuerpos y la inmunodifu— 
si0n radial para caracterizar la inmunoglobulina - 
que los transporta, ( Los sueros fueron congelados - 
hasta el momento de su utilización). 



24

A.~ ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMI- 

DA. 

Fundamento.- La electroforesis de disco es~ 

un termino utilizado para designar un método de - 

electroforesis empleando acrilamida ( poliacrilami- 

da) la cual se deja gelificar en un tubo para obte

ner un soporte cilíndrico en el cual las bandas se

paradas dan la apariencia de un montón de discos - 

apilados ( zonas de proteinas separadas). El método

fué descrito por Davis y Ornstein en 1962, desde - 

entonces el método ha recibido gran atenciOn, debi

do a su gran poder de resolución, solo superable ~ 

por el isoelectroenfoque.. La separaci0n de las pro

teinas plasmaticas se lleva a cabo por medio de co

rríente electrica, por lo regular la proteina mi— 

gra de el catodo (~) al anodo (+), trabajando a pH

alcalino superior a ocho. El método es capaz de re

solver menos de 0. 1 m9 de suero ( 1 microlitro) en - 

15 a 25 bandas en un tiempo aproximado de 20 minu- 
tos. Este poder de resoluci0n tan excepcional se - 

debe aparentemente al " efecto tamizante" a nivel - 

molecular ( 21). 

a) Material de laboratorio. 

1.- 12 tubos de 6 mm de diametro interio

y 10 mm de largo. 

2.- 12 tapones para los tubos. 

3.- 12 tapones horadados para la camara- 

de electroforesis. 

4.- Pipetas semiautomaticas de 5, 10 y - 
20.s9 . 

5.- Puntas para pipeta semiautomatica. 
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6.- Pipetas pasteur. 

7.- Pipetas graduadas de 1, 5, y 10 mi. 

S.- Matraces Erfenmeyer. 

9.- Matraces aforados. 

lo.- Tubos de ensaye. 

11.- Tubos de plastico desechables. 

12.~ Tapones desechables para los tubos. 

13.- Jerínga de plástico con aguja. 

14.- Bisturi. 

b) Equ i po. 

1.- Cámara de electroforesis para tu- - 

bos. 

2.- Gradilla para tubos de electrofore- 

sis. 

3.~ Fuente de poder Gelman Instrument - 

Company 0 - 150 m. a., 0 - 500 v. - 

C. D. 

4.- Contador de centelleo de radiacio— 

nes gama modelo 578 Pakard automáti

CO. 

5.- Decolorador Spectra Biologicais. 

110 - 125 V., 0. 75 m. a. 

6.- Agitador mecanico Vortex. 

7.- Agitador para matraces. 
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c) Reactivos. 

1«- Insulina marcada con
125

1. 

2.- Acrilamida. 

3.- Bisacrilamida. 

4.- Persulfato de amonio. 

5.- Tris ( hidroximetil aminometano). 

6.- Acido ciorhidrico IN. 

7.- Temed ( tetrametiletilendiamina). 

S.- Acido fosfOrico IM. 

9.- Glicina. 

lo.- Sacarosa. 

11.- Acido acetico 7%. 

12.- Silicon. 

d) Preparaci6n de soluciones. 

A.- Disolver 309 de acrilamida y 0. 89 - 
de bisacrilamida en agua destilada - 

y desionizada. Aforar a 100 mi. 

B.~ Disolver 18. 159 de Tris y 0. 24 mi. - 
de Temed en 24 mi. de ácido ciorhi- 

drico IN. Llevar a un volumen de - 

100 mi. con agua destilada y desio- 
n i zada. 

C.- Disolver 0. 49 de persulfato de amo- 
nio en 100 mi. de agua destilada y- 
desionizada. 
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D.- Disolver 5. 169 de Tris y 3. 489 de - 
glicína. Llevar a un aforo de 1000 - 

mi. con agua destilada y desioniza- 
da. pH 9. 64- 

E.- Disolver 14. 59 de Tris en 60 m[. de

ácido clorhídrico IN. Llevar a 1000

mi. con agua destilada y desioniza- 
da. pH M4- 

F.- Solución de acido acetico 7%. 

G.- SoluCi0n de negro de amido 2%. 

Procedimiento. 

1.- Preparación de los geles de poliacrila- 
mida. 

1. 1) Mezclar una parte de la solución A con
una parte de la solución B y dos partes de la solu

ci6n C. 

1. 2) La mezcla anterior debe prepararse y - 
usarse inmediatamente, ya que hay una rapida geli- 
f i cac i ón. 

1. 3) Colocar los tubos limpios y siliconiza
dos en la gradilla especial, los cuales deberan de
quedar nivelados verticalmente, de lo contrario ha
bra un mal corrimiento de las proteínas, así mismo

deberan encontrarse tapados en el extremo ínfer ior. 

1. 4) Con la mezcla preparada anteriormente - 
llenar las tres cuartas partes de¡ tubo y estrati- 
ficar con agua destilada y desionizada. Dejar gel¡ 
f i car. 

1. 5) Una vez gelificados, quitarles los ta- 
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pones a los tubos y colocarlos en la cámara de - - 
electroforesis. 

1. 6) Colocar la solución D en la parte supe
rior de la cámara y la solución E en la parte infe

rior de la cámara. 

2.- Preparación y aplicación de la muestra. 

2. 1) Colocar en tubos de 13 X 100 5 micro - 

litros de muestra y, 2gicionar 5 microlitros de in- 

sulina marcada con Incubar durante 22 - 24 - 
horas a 4' C. 

2. 2) Terminada la incubacion añadir unos - 
cristales de azul de bromo fenol. Agitar. 

2. 3) Añadir varios cristales de sacarosa y - 
agitar. 

2. 4) Aplicar 5 microlitros de la muestra so
bre la superficie M gel con la ayuda de la pipe- 
ta semíautomática. 

3.- Corrimiento electroforético. 

3. 1) Conectar la cámara a la fuente de po— 
der, ajustar el amperaje ( 2. 5 m. a. por cada gel). 

3. 2) La figura 3 muestra el montaje del apa

rato lista para llevar a cabo el corrimiento elec- 

troforetico. 

3» 3) Dejar que se lleve a cabo el corrimien

to electroforético hasta que el colorante trazador

azul de bromo feno) salga de¡ gel. 
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Figura 3. Esquema de¡ montaje M aparato para lle- 

var a cabo el corrimiento electroforético. 
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4.- Análisis de los geles. 

4. 1) Al concluir la electroforesis, sacar - 

los geles de los tubos con ayuda de una jeringa - 
llena de agua a la cual se le coloca una aguja y - 
esta se mete entre el gel y la pared del tubo, ha- 

ciendolo girar para que se despegue. 

4. 2) Procesar los geles de manera diferen— 
te: revelar unos con colorante negro de amido al - 
2% y lavar el exceso con soluci0n de acido acétíco
al 7%, cambiando periódicamente la soluci0n. En - 

otros se efectúan cortes, cada uno se coloca en un

tubo de ensayo que se lleva al contador de radia— 
ciones gama. 

5.- Cuantificacion de la radioactividad. 

5. 1) Colocar el gel no teilido paralelamente
al gel revelado. 

5. 2) Hacer cortes de las bandas con ayuda
de un bistur'í. 

5. 3) Colocar cada banda ( fragmento) en tu— 

bos de plastico desechables. Taparlos. 

5. 4) Llevar los tubos al contador de cente- 

lleo de radiaciones gama para cuantear la radioac~ 
tividad de cada banda ( fragmento). 



31

B.- INMUNODIFUSION RADIAL. 

Fundamento.- El anticuerpo se incorpora, en

concentraci0n uniforme, ( a un gel de agar al 26 - 

3%), puesto en capa de espesor uniforme ( 1 6 2 mi- 
limetros) sobre una placa de vidrio o de plástico - 

transparente. Se ponen cantidades exactamente med1

das de antrgeno en pozos ( de 1 0 2 milimetros de - 

diametro) que se cortan en el agar gelificado, y - 

se espera la difusi6n. Se forma un anillo de preci

pita¿ión en el agar alrededor de¡ antigeno. La - - 

exactitud de¡ método es del orden de¡ 5%. Permite - 

reconocer cantidades de 0. 3 microgramos de antige- 
no por milflitro ( Mancini y col. 1963), o 5m9 de - 
inmunoglobulína por ' LOO mílilitros ( Steihm y Fun— 
denber9,_ 1966). Las placas pueden emplearse tam- - 

bién para reacciones cualitativas de identidad. 

a) Material de laboratorio. 

1.- Pipetas semíautomaticas de 5 y 10 - 
I . 

2.~ Puntas para pipeta sem1automática. 

3.- Pipetas graduadas de 5 y 10 mi. 

4.- Tubos de ensaye de 13 X 100. 

s.- Tubos de plastico desechables. 

6.- Tapones desechables para los tubos. 

7.~ Vaso de precipitado de 500 mi. 

s.- Probeta graduada de 100 mi. 

9.- Bisturj'. 
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b Equ i po. 

1.- Contador de centelleo de radiacío— 

nes gama modelo 578 Pakard automáti
co. 

2.- Decolorador Spectra Riologicals. 

110 - 125 V., 0. 75 m. a. 

3.- Agitador y barra magnética. 

4.- Agitador mecanico Vortex. 

c) Reactivos. 

1.- Insulina marcada con
125

1. 

2.- Placas comerciales para inmunodifu- 

sion radial Tri- Partigen para 19G e

1 qm. 

3.- Cloruro de sodio 0. 85%, 

Procedi mi ento. 

1.- Preparaci6n de la muestra. 

a) Poner 5 mierolitros de muestra ( estandar

o problema) en tubos debidamente etiquetados. 

b) Ponerle a cada tubo 5 microlitros de in - 

su¡ j na marcada con 125 1 . 

e) Mezclar e incubar durante 22 - 24 horas - 
a 4' C . 

2.- Composicion de las placas. 

Las placas usadas para este frn

ciales y se trata de placas para inmuno
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Tri- Partigen, las cuales contienen una preparacion

de gel de agar en el cual se ha incorporado el sue

ro anti- inmunogiobulina especifico para las cade— 

nas H. El antisuero se obtiene por inmunización de

conejos, cabras, cerdos, caballos y otros anima- - 

les. El agente conservador es la azida de sodio. 

3.- Preparaci0n de las placas, 

a) Cortar el envoltorio de aluminio, sacar- 

la caja de plastico, abrirla y dejar al aire duran

te 5 minutos para permitir la evaporaci0n de¡ agua

de condensación que puede haberse acumulado. 

b) Para determinar 19M se emplea suero sin~ 

diluir, sólo en el caso de determinar 19G, se debe

diluir el suero a examinar y el suero estándar

1: 10 con soluci0n fisiologica. 

c) Los pozos 1, 2 y 3 se llenan cada uno

con 5 microlitros respecitvamente de inmunoglobul i

na de dilución estandar en el caso de la 19G, en - 

el caso de la 19M no se diluye ( estándar 1, 11 y - 

111), reviamente incubados con insulina marcada - 

con
121, . 

d) Los pozos 4 a 12 se llenan cada uno con - 

5 microlitros del suero a estudiar previamente tra

tado con insulina radioactiva. 

e) Cerrar bien la placa y dejar a temperatu
ra ambiente en medio humedo. 

f) La evaluaci0n puede ser hecha luego de - 

un tiempo de difusión minimo de 50 horas para 19G - 

y de 80 horas para 19M. 

9) Al finalizar el tiempo de difusión indi- 
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cado se miden los diametros de los anillos de pre- 

cipítación. 

4.- Evaluación de las concentraciones de in

munogiobulinas. 

a) La evaluación se realiza de la siguiente

manera: Los diámetros al cuadrado de los anillos - 

de precípitaci0n obtenidos con las diluciones de - 

los estandares 1, 11 y fil, se grafican a traves - 

de sus respectivas concentraciones sobre papel mi- 

limetríco. Se obtiene una linea recta que debe in- 

terceptar la ordenada entre 8. 5 y 13. 5 mm2. Los va

lores para los sueros de los pacientes se determi- 

nan por referencia a esta curva por extrapolacion. 

5.- Medición de la radioactividad. 

a) Colocar las placas en un vaso de preci—l

pitado de 500 mi. y adicionar 150 mi. de cloruro - 

de sodio 0. 85%, para lavar el exceso de radioacti- 

vidad que no haya sido fijada en el gel. Colocar - 

en el refrigerador toda la noche, 

b) Al día siguiente tomar una al fcuota de 1
mi. y depositarla en tubos de plástico desechables
para cuantear la radioactividad desprendida, el - 

resto de¡ cloruro de sodio se desecha. 

e) Agregar 200 mi. de cloruro de sodio - - 

0. 85% para hacer un segundo lavado, ahora a tempe- 

ratura ambiente y con agitación durante tres horas
y media. Terminado este tiempo tomar una alícuota - 
de 1 mi. y contar la radioactividad desprendida de
las placas, el resto de la solución se desecha. 
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d) Lavar nuevamente las placas con 200 ml. - 

de cloruro de sodio 0. 85% con agitación y a tempe- 

ratura ambiente durante dos horas y media. Tomar - 

una alícuota y medir la radioactividad. Como ya no

se detecta radioactividad, se da por terminado el - 
lavado de las placas. 

e) Sacar las placas M vaso de precipitado

y con ayuda del bisturí cortar los anillos de pre- 
cipitación. Colocar cada uno en los tubos de plas- 

tico desechables, taparlos y llevarlos al contador

de centelleo de radiaciones gama. 
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R E S U L T A D 0 S
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A.- ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMI- 

DA. 

Terminado el desarrollo electroforético y - 
revelados los geles, se pudo observar la separa~ - 

cíón de las proteinas plasmaticas en forma de ban- 
das como se muestra en la fotografla ( figura 4). - 
En los geles no teñidos se llevo a cabo el corte - 

de las bandas para obtener los fragmentos, los cua

les fueron llevados al contador de centelleo de ra

diaciones gama para obtener la radioactividad de ~ 

cada uno de ellos, Se logro obtener 8 fragmentos - 

de cada gel, en los cuales la mayor cantidad de ra

dioactividad se localizo en el fragmento 1 que per

tenece a la' banda de las gamagiobulinas y el - Frag- 
mento 7 que es la banda de la albúmina. Para obte- 

ner la movilidad electroforetica de la insulina li

bre se aplico a un gel solo insulina marcada con - 

1251 ( radioactividad total), y se encontro que ter
minado el corrimiento electroforético la mayor cqn

tidad de radioactividad estuvo en el fragmento 6. - 

La radioactividad de cada fragmento fué reportada - 

en microcuries. 
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Figura 4. Fotograffa de un gel de poliacrilamida mostrando- 

ilA- s-eparación de las bandas de protefna al terminar el corri- 
OPFR`

m iento electroforétíco. 
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Resultados obtenidos al fragmentar el gel y medir la - 
radioactividad de cada fragmento. 

Paciente No. 3
Fragmento Microcuries

1 -- w5753. 1 X 10

2 418. 0 x lo- 
6

3 347. 7 X lo- 
6

4 239. 6 x lo- 6
5 607. 2 X 10 -

6

6 791. 0 X lo- 
6

7 1632. 4 X lo- 
6

s 9055. 8 X lo- 
6

Paciente No. 2

Fragmento Microcuries

1 --> 4526. i x lo- 6
2 592. 8 X lo- 6
3 315. 3 X 10~ 

6

4 418. 0 X lo- 6
s 1160. 4 X lo- 

6

6 1157. 6 X lo- 
6

7 10735. 1 X lo- 
6

s 405. 4 X lo- 
6

Paciente No. 1

Fragmento Mierocuries

Ip. 1236. 0 X

1 3324. 3 X 10 -
6

2 1299. 1 x lo- 
6

3 378. 4 X lo- 
6

4 304. 5 X lo- 
6. 

5 409. 0 X lo- 
6

6 466. 6 x lo- 6
7 6630. 6 x lo- 

6

8 356. 7 X lo- 
6

Paciente No. 3
Fragmento Microcuries

1 -- w5753. 1 X 10

2 418. 0 x lo- 
6

3 347. 7 X lo- 
6

4 239. 6 x lo- 6
5 607. 2 X 10 -

6

6 791. 0 X lo- 
6

7 1632. 4 X lo- 
6

s 9055. 8 X lo- 
6

Paciente No. 2

Fragmento Microcuries

1 --> 4526. i x lo- 6
2 592. 8 X lo- 6
3 315. 3 X 10~ 

6

4 418. 0 X lo- 6
s 1160. 4 X lo- 

6

6 1157. 6 X lo- 
6

7 10735. 1 X lo- 
6

s 405. 4 X lo- 
6

Paciente No. 4
Fregmento Mierocuries

1 Ip. 1236. 0 X lo- 
6

2 181. 9 x lo- 
6

3 18s. 6 x lo- 
6

4 171. 2 X lo- 
6

s l8s. 6 x lo -
6

6 223. 4 X lo- 
6

7 517- 1 X lo- 
6

s 129. 7  lo- 
6
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Paciente No. 5

Fragmento Mierocuries

Fragmento Microcuries

1 v* 1073. 9 X 10~ 
6

2 91. 9 x lo- 
6

3 106. 3 X lo- 
6

4 111. 7 X lo- 
6

s 133. 3 X lo- 
6

6 118. 9 x lo- 
6

7 214. 4 X lo- 
6

8 117. 1 X lo- 
6

40

Paciente No. 7
Fragmento Mierocuries

1 1738. 3 X lo- 
6

2 378. 4 X lo- 
6

3 156. 7 X lo- 
6

4 122. 5 X lo- 
6

5 167. 6 x lo- 
6

6 286. 5 X lo- 
6

7 751. 3 X lo- 
6

s 164. 0 X lo- 
6

40

Paciente No. 8
Fragmento Mierocuries

1

Paciente No. 6

Fragmento Microcuries

X lo- 
6

1 2136. 9 X lo- 
6

2 502- 7 X lo- 
6

3 151. 3 X lo- 
6

4 140. 5 X lo- 
6

5 155. 0 X lo- 
6

6 178. 4 X lo- 
6

7 677. 5 X lo- 
6

8 156. 7 X lo- 
6

Paciente No. 8
Fragmento Mierocuries

1 2931. 5 X lo- 6
2 904. 5 X lo- 6
3 311. 7 X lo- 

6

4 205. 4 X lo- 
6

s 360. 4 X lo- 6
6 924. 3 X lo- 

6

7 2173. 0 X lo- 
6

8 7691. 9 x lo- 
6
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Paciente No. 9

Fragmento Microcuries

Fragmento Mierocuries

1 6315. 3 X 10 -
6

2 1046. 8 x lo- 6
3 333. 3 X lo- 

6

4 697. 3 X lo- 
6

s 506. 3 X lo- 
6

6 338. 7 X lo- 6
7 1504. 5 X lo- 6
s 1944, 1 X lo- 

6

41

Paciente No. 11

Fragmento Microcuries

1 q> 854« 0 X 10 6
2 109. 9 x lo- 6
3 268. 4 X lo- 6
4 218. 0 X 10-

6

5 192. 8 X 10- 6
6 870. 3 x lo- 

6

7 295. 5 x 10- 6
8 2. 9 x 10 - 

6

41

Paciente No. 10

Fragmento Mierocuries

1 4> 1481. 1 X lo- 6
2 711. 7 X lo- 6
3 218. 0 x 10- 6
4 275. 7 X lo- 6
s 183. 8 X 10 - 6
6 252. 2 x lo- 

6

7 700. 1 X lo- 6
8 155. 0 X lo- 6

Paciente No. 12

Fragmento Mícrocuries

1 lo69. o x lo- 6
2 237. 8 x lo- 6
3 135. 5 X lo- 

6

4 108. 1 x lo- 
6

5 165. 8 x 1,0~ 6
6 135. 1 X 10~ 6
7 335- 1 X lo- 6
8 113. 5 X 10~ 

6



Paciente No. 13
Fragmento Microcuríes

1 962. 2 X lo- 

2 291. 9 X 10-
6

3 174. 7 X lo- 
6

4 155. 0 X lo- 
6

s 198. 2 X 10~ 
6

6 333. 3 X lo- 
6

7 1409. 0 X lo- 
6

s 169. 4 X lo- 
6

42

Paciente No. 15
Fragmento Mierocuries

1

1223. 4

lo- 
6

2 1003. 6 X lo- 
6

3 410. 8 x lo- 6
4 421. 6 x lo- 6
5 580- 1 X lo- 6
6 1418. 0 X lo- 

6

7 5093. 7 X 10~ 
6

8 228. 8 x 10-
6

42

Paciente No. 14
Fragmento Microcuries

1 1223. 4 X lo- 
6

2 225. 2 X lo- 6
3 119. 0 x lo- 

6

4 los. i x lo- 
6

5 115. 3 X lo- 
6

6 153. 1 X lo- 
6

7 302. 7 X lo- 
6

s 120. 7 X lo- 
6

Paciente No. 16

Fragmento Microcuries

1 2119. 0 X lo- 
6

2 164. 0 X lo- 
6

3 144. 1 X lo- 6
4 156. 7 X lo- 

6

5 172. 9 X 10-
6

6 346. 0 X lo- 6
7 553. 1 X lo- 

6

8 104. 5 X lo- 
6
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Paciente No. Paciente No. 17

Fragmento

Fragmento Microcuries

1

1 1830. 6 X 10

2 124. 3 X lo- 
6

3 117. 1 X lo- 
6

4 126. 1 x lo- 
6

5 129. 7 X lo- 
6

6 128. 0 X lo- 
6

7 632. 4 X lo- 6
s 169. 3 X 10~ 

6

43

Paciente No. 

Paciente No. 19
Fragmento Mierocuries_ 

1 2313. 5 X lo- 
6

2 416. 2 X lo- 
6

3 232. 4 X lo- 
6

4 163. 9 X lo- 
6

s 257. 6 x lo- 
6

6 446. 8 x lo- 
6

7 832. 4 X lo- 
6

s 9639. 6 x lo- 
6

43

Paciente No. 18

Fragmento Microcuries

Fragmento Mierocuries

1 677. 5 X 10- 
6

2 908. 0 x lo- 6
3 158. s x lo- 

6

4 129. 7 X lo- 
6

5 133. 3 X lo- 
6

6 144. 1 X lo- 
6

7 227. 0 X lo- 6
8 176. 5 x lo- 

6

Paciente No. 20

Fragmento Mierocuries

1 859. 5 X lo- 
6

2 128. 0 x lo- 
6

3 151. 3 X lo- 
6

4 160. 4 X lo- 
6

5 176. 6 x lo- 
6

6 144. 4 X lo- 
6

7 419. 8 X lo- 
6

R 151. 3 X lo- 
6
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Paciente No. 21

Fragmento

Fraqmento Mierocuries

4> 1030. 6

1 1> 996- 4 X lo- 
6

2 301. 0 X lo- 
6

3 369. 4 X lo- 
6

4 234. 2 X lo- 
6

s 263. 1 X lo- 
6

6 569. 4 X lo- 
6

7 7973. 0 X lo- 
6

s 286. 5 X lo- 
6

44

Paciente No. 23
Fragmento Mierocuries

1 4> 1030. 6 X lo- 
6

2 183. 8 X lo- 
6

3 111. 7 X lo- 
6

4 109. 9 x lo- 
6

5 153. 1 X lo- 
6

6 194. 6 x lo- 
6

7 639. 6 x lo- 
6

8 133. 3 X lo- 
6

44

Paciente No. 22

Fragmento Microcuries

1

1 1592. 8 X 10- 6
2 135. 1 X lo- 

6

3 129. 7 X lo- 
6

4 131. 5 x lo- 
6

5 178. 4 X lo- 
6

6 174. 7 X lo- 
6

7 380. 2 X lo- 
6

s 117. 1 X lo- 
6

Paciente No. 24
Fragmento Mierocuries

1 1293. 7 X lo- 
6

2 218. 0 X lo- 
6

3 162. 1 X lo- 
6

4 131. 5 X lo- 
6

5 165. 7 X lo- 
6

6 190. 0 x lo- 
6

7 1425. 2 X lo- 
6

s 169. 3 X lo- 
6
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Paciente No. 25

Fragmento

Fragmento Microcuries_ 

1 363. 9

1 wll29. 7 X lo- 
6

2 1219. 8 X lo- 
6

3 427. 0 X lo- 
6

4 266. 6 x lo- 
6

5 382. 0 X lo- 
6

6 439. 6 x lo- 
6

7 6021. 6 x lo- 
6

8 1120. 7 X lo- 
6

Paciente No. 27

26

Fragmento Microcuries_ 

1 363. 9 X lo- 
6

2 362. 2 X lo- 
6

3 174. 7 X lo- 
6

4 122. 5 X lo- 
6

5 140. 5 X lo- 
6

6 194. 6 x lo- 
6

7 416. 2 X lo- 
6

s 156- 7 X lo- 
6

45

Paciente No. 

Paciente No. 26

Fragmento Microcuries

1 1009. 0 X lo- 
6

2 407. 2 X lo- 
6

3 277. 5 X lo- 
6

4 169. 4 X lo- 
6

5 189. 2 X lo- 
6

6 277- 5 X 10-
6

7 1194. 6 x lo- 
6

s los. i x lo- 
6

Paciente No. 28

Fragmento Microcuries

1 @l. 61- 3 X lo- 
6

2 57. 6 x 10~ 
6

3 109, 9 x lo- 
6

4 102. 7 X lo- 
6

5 59. 5 X lo- 
6

6 109. 9 x lo- 
6

7 55. 8 X lo- 
6

8 5. 4 X lo- 
6
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Paciente No. 29

Fragmento Microcuries

Fragmento Microcuries

x lo- 
6

1 764. 0 X lo- 
6

2 1922. 5 X lo- 
6

3 845. 0 X lo- 
6

4 245. 0 X 10~ 
6

5 36o. 4 X lo- 
6

6 749. 5 X lo- 
6

7 4834. 2 X lo- 
6

8 455. 8 X lo- 
6

46

Paciente No. 31

Fragmento Microcuries

1 726. 1 x lo- 
6

2 221. 6 x lo- 6
3 160. 4 X lo- 

6

4 115. 3 X lo- 
6

5 144. 1 X lo- 
6

6 174. 8 X lo- 
6

7 250. 4 X lo- 
6

s 582. 0 X lo- 
6

46

Paciente No. 30

Fragmento Mierocuries

Fragmento Microcuries

387. 4

1 214. 4 X lo- 
6

2 203. 6 X lo- 
6

3 117. 1 X lo- 
6

4 135. 1 X lo- 
6

5 122. 5 X lo- 
6

6 149. 5 X lo- 
6

7 441. 4 X lo- 
6

s 138. 7 X lo- 
6

Paciente No. 32

Fragmento Mierocuries

1 387. 4 X lo- 
6

2 275. 7 X lo- 
6

3 122. 5 X lo- 6
4 140. 5 X 10-

6

5 164. 0 X lo- 
6

6 210. 8 X 10- 6
7 569. 4 X lo- 

6

8 165. 7 X lo- 
6
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Radi- oactividad totalPaciente No. 33
Fragmento Microcuries

X lo- 
6

1 448. 6
6- 

x lo

2 245. 0 X lo- 
6

3 146. 0 x lo- 
6

4 106. 3 X lo- 
6

5 128. 0
6

X 10 . 

6 277- 5 X lo- 
6

7 1227. 0 X 10-
6

8 los. i x lo- 
6

47

Radi- oactividad total
Fragmento Mierocuries

1 147. 7 X lo- 
6

2 los. i x lo- 
6

3 147. 7 X 10-
6

4 120- 7 X lo- 
6

s 155. 0 X 10-
6

6 192. 8 x lo- 
6

7 115. 3 X lo- 
6

8 los. i x lo- 
6
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Valores obtenidos de¡ fragMento 1, que es el que co- 

rresponde a la banda de las gamagiobulinas. La radioactividad
esta dada en microcuries. 

Paciente Microcuries Paciente Microcuries

1 3324. 3 X lo- 6 17 1830. 6 X 10- 6
1

2 4526. 1 x lo- 6 18 677. 5 X lo- 6
3 5753. 1 X lo- 

6
19 2313. 5 X lo- 6

4 1236. 0 x 10- 6 20 859. 5 X lo- 
6

5 1073. 9 X lo- 
6

21 996. 4 X lo- 
6

6 2136. 9 x 10- 6 22 1592. 8 X 10- 6
7 1738. 3 X lo- 

6
23 1030. 6 x 10- 6

8 2931. 5 x lo- 
6

24 1293. 7 X 10 - 6
9 6315. 3 X 10 -

6
25 1129. 7 X 10 - 6

10 148i. l x lo- 
6

26 1009. 0 x lo- 6
11 854. 0 X 10-

6
27 3,63. 9 X lo- 

6

12 1609. 0 x 10-
6

28 61. 3 X 10-
6

13 962. 2 x 10-
6

29 764. 0 X lo- 6
14 1223. 4 ' X lo- 

6
30 214. 4 X lo- 6

15 5245. 0 X lo- 
6

31 726. 1 x lo- 
6

16 2119. 0 X 10- 6 32 387. 4 X lo- 6

X = 2016. 0 X
6

lo- 
6

y valores comprendidos entre 61. 3 X 10-
6

a

6315. 3 X lo- , 
que representan la más, baja y la más alta ra- 

dioactividad. 
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F3.~ INMUNODIFUSION RADIAL. 

1 . - Placas de 19G. 

1. 1) Medici0n de la concentraci0n de 19G. 

Concluido el perrodo de incubacion para las

placas, se procedio a medir los díametros de los - 

anillos de precipitación de los estándares y grafi
car los valores en las ordenadas, las concentracio

nes de cada estandar se grafico en las abcisas, Ob

teniendose la curva de calibración la cual al ex— 

trapolar los valores de los diametros de los ani— 
Hos de precipítación de los sueros problema se ob
tuvo la concentración de cada uno de ellos. los re

sultados obtenidos muestran concentraciones eleva~ 

das en algunos pacientes, pero esto puede deberse- 

otro tipo de padecimiento y no al de resistencia
la insulina, las otras concentraciones son norma

les. 

Estandar Diametro mm
2

Concentración

2MO 49. 0 m9/ 100mi

37. 20 101. 0 #,
y

53. 30 195. 0
lo

Paciente

1 50. 40 174. 0
811

2 36. 00 107. 0

3 51. 85 196. 0

4 32. 50 89. 0

5 44. 90 148. 0
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Paciente Diametro mm
2

Concentración

6 37. 20 112. 0 m9/ 100mi

7 33. 65 96. 0 lo

8 30. 25 90. 0

9 42« 25 136. 0

10 31. 25 85. 0

11 44. 90 148. 0

12 42, 25 136. 0

13 33. 65 96. 0

14 62. 40 200. 0

15 60. 85 200. 0

16 49. 00 172. 0

17 82. 80 200. 0

18 40. 95 130. 0

19 33. 65 96. 0

20 38. 45 118. 0

21 36. 00 107. 0
Ir

Valores de referencia: 60 a 150 m9/ 100mi
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G R A F I C A 1 . 

CURVA ESTANDAR

Concentraci6n de 19G en m9/ 100mi contra diáme- 
2

dp ln- anillo de nrec- initaci6n en mm

so 100 150 200

Concentraci6n de 19G en mq/' 100 mi. 
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1. 2) Medición de la radioactividad. 

a) lavado de las placas. 

Para eliminar el exceso de radioactividad - 
que no füé fijada al gel, se llevaron a cabo una - 
serie de lavados en los cuales se tomaron alfcuo-- 
tas de 1 mi. y se cuanteo la radioactividad presen
te, en un contador de centelleo de radiaciones 9a~_ - 
ma. los resultados mostraron que en le primer lava
do fué eliminada la radioactividad libre que no s_e
fijo al gel, pues al tomar alicuotas de¡ segundo y
tercer lavado y cuantear la radioactividad esta ya
no fue detectable, lo que indico que ya no existe~ 
radioactividad libre en la placa. La radioactivi— 
dad fue mediada en microcuries. 

Lavado Mierocuries

1 31351. 3 X 10- 
6

2 No detectable

3 No detectable

b) Medición de la radioactividad de las

muestras. 

Al llevar a cabo los cortes de los anillos - 

de precipitación y cuantear la radi6actividad, se - 

observo que la mayorla de las muestras retuvo la - 
radioactividad, lo que indico que la 19G acarrea - 
a los anticuerpos anti - insulina, pues estos fijan - 
la insulina marcada con 1251 y este complejo antr- 

geno- anticuerpo al reaccionar con la antigiobulina
fue fijado al gel, por esta razón es que existe ra
dioactividad en las muestras de los pacientes. Lo—s

estándares que son sueros normales no mostraron ra



53

dioactivídad, pues estos sueros no tienen anticuer

pos antí- insulína. 

Est6ndar Microcuries

I No detectable

No detectable

No detectable

Pac, i ente

1 592. 8 X 10
6

2 513. 5 X 10- 
6

3 1284. 7 X 10- 
6

4 947. 7 X 10- 
6

5 3690. 1 x 10- 
6

6 864. 9 X 10- 
6

7 n96. i x 10- 
6

8 2167. 6 x 10- 
6

9 481. 1 X 10- 
6

10 No detectable

11 No detectable

12 No detectable

13 185. 2 X 10- 
6

14 No detectable

15 1048. 6 X 10- 
6

16 2661. 3 X 10- 
6
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Paciente Microcuries

17 636. 0 X 10- 
6

18 No detectable

19 No detectable

20 No detectable

21 No detectable

6
X = 1182. 6 X lo- , y valores comprendidos - 

entre 185. 2 X lo- 
6

a 2661. 3 X lo- 
6 , 

que represen— 

tan la más baja y la mas alta radioactividad. 
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2.- Placas de 19M. 

2. 1) Medición de la concentración de 19M. 

El trazo de la curva estandar y la obten- - 

cion de las concentraciones de los sueros problema
se obtuvo de la misma manera que para 19G. En es— 

tos resultados también se observaron concentracio~ 
nes altas de la inmunoglobulina, pero puede deber- 

se a la misma razon que ya digimos para 19G, o sea

que puede deberse a otro tipo de padecimiento y no
a la presencia de anticuerpos anti - insulina. 

Estandar Diametro mm
2

Concentración

1 21, 15 62. 0 mg/ 100ml

11 28. 10 142. 0 ff

111 38. 45 285. 0

Paciente

1 27. 07 136. 0 Ir

2 28. 10 148. 0

3 28, 10 148. 0

4 25. 00 112. 0

5 26. 00 124. 0

6 24. 00 100. 0

7 12. 95 No demostrable

8 20. 25 54. 0 mg/ 100ml

9 22. 10 75. 0
17

10 34. 84 232. 0
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Paciente Diametro mm
2

Concentración

11 37. 20 262. 0 mg/ 100ml

12 31. 35 118. 0

13 32. 50 202. 0

14 16. 00 No demostrable

15 18. 50 32. 0 m9/ 100mi

16 32. 50 202. 0

17 38. 45 276. 0 91

18 28. 10 148. 0

19 40. 95 308. 0

20 27. 05 96. 0

21 21. 15 62. 0

Valores de referencia: 50 - 193 mg/ 100ml. 
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G R A F 1 C A 2. 

CURVA ESTANDAR

100 200 300 400

Concentraci6n de 19M en mq/ 100mf. 
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2. 2) Medición de la radioactividad. 

a) Lavado de las placas. 

Para eliminar la radioactividad no fijada - 

al gel de las placas se realizo una serie de lava~ 

dos, los resultados mostraron que al tomar alicuo- 

tas en el primero y segundo lavado y contar la ra- 

dioactívidad todavia estuvo presente esta, sin em- 

bargo en el tercer lavado ya no se detecto radioac

tividad al tomar la alicuota y contarla en el con- 

tador de centelleo de radiaciones gama, este resul

tado indica que la placa ya no tiene radioactivi~- 

dad libre. La radioactividad fué medida en microcu

r i es. 

Lavado Microcuries

1 63454. 5 X* 10- 
6

2 3423. 4 X 10- 
6

3 No detectable

b) Medición de la radioactividad de las

muestras. 

Eliminada la radioactividad no fijada al - 

gel se siguio el mismo procedimiento que se usó pa

ra las placas de 19G, los resultados obtenidos pa- 

ra esta inmunogiobulina mostraron que no es la por

tadora de los anticuerpos anti - insulina, al no de- 

tectarse radioactividad después de¡ conteo en el - 

contador de centelleo de radiaciones gama. 

Valores obtenidos de radioactivdad para la placa - 

de 19M. 
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Estandar Microcuries

I No demostrable

Paciente

2

3

4

5

6

7

8

9

10

12
All

13

14

15
All

16

17

18



M

Paciente Mierocuries

19 No demostrable

20

21
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Según los resultados obtenidos al cuantear~ 

la radioactividad después de fragmentar el gel de- 

poliacrilamida terminado el corrimiento electrofo- 

rético, se pudo observar que la mayor cantidad de - 

radioactividad se encuentra en el fragmento 1, que

corresponde a las gamaglobulínas, coincidiendo es- 

te resultado con los reportes dados por Hein Chris
tinsen ( 18) y los de Sebriakova y Littie ( 19) de -- 

que los anticuerpos anti - insulina se encuentran en
esta región en la cual encontramos un valor de ra- 

dioactividad promedio de 2016. 0 X 10-
6

microcu- - 

ries, otro de los fragmentos que presentó una ra— 
dioactividad elevada fue el fragmento 7 que perte- 
nece a la región de la albumina, sin embargo esta - 

radioactividad pudo deberse al corrim gnto electr.2
forético de la insulina marcada con 1 1, debido a

que esta hormona presenta un punto isoeléctrico si

milar al de la albúmina ( insulina M. 5. 35, 

albul- 
mina M. 4. 7 - 4« 9) y por lo tanto una migración- 
electroforética similar. Algunos datos no coinci~- 

den con lo dicho anteriormente como son los casos - 

18, 25 y 29, en los que la mayor cantidad de radio

actividad se encontro en el segundo fragmento que - 

corresponde a la zona de las beta 2 globulinas, pe

ro esto pudo deberse a varios factores como son: - 
a) la dificil localizacion de las fracciones debi- 

do a que el gel no estuvo teaido, b) los cambios - 

de voltaje que se presentan en el laboratorio los - 

cuales son resentidos en la fuente de poder y con- 
secuentemente en el corrimiento electroforético. - 

Sin embargo los resultados obtenidos indican que - 

es una gamaglobulina la proteina fijadora de la in

su 1 i na. 
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En cuanto a la diferenciación de las inmuno

globulinas que transportan a los anticuerpos anti - 

insulina si éstas son M tipo 19G o 19M se llevó - 

a cabo la tecnica de inmunodifusión radial 1 ratan - 

do las muestras con insulina marcada con 1, al - 

terminar la inmunodifUsión se hicieron una serie - 
de lavados con cloruro de sodio 0. 85% para elimi— 

nar la radioactividad no fijada al gel de la placa

y que al cuantearla solo fuera la que se uni0 al - 

gel . 

Los resultados obtenidos de la inmunodifu— 

si6n radial hacen pensar que los anticuerpos anti - 

insulina son transportados por la 19G, ya que es - 

ésta inmunoglobulina en donde se encuentra radioac

tividad y dio un valor promedio de 1182. 6 x 10- 6
microcuries, sin embargo encontramos que en las

muestras 10, 11, 12, 19, 20 y 21, no hubo fijación
de la radioactividad aun cuando en la electrofore- 

sis en gel de poliacrilamida si fué detectable, lo

que nos hace pensar que pudo deberse a una desnatu
ralizaci0n de la proteina. En cambio en la placa - 
de 19M la hormona no se unió a esta inmunogiobuli- 

na ya que no se detectó radioactividad, por lo que

se piensa que esta inmunoglobulina no es la trans- 
portadora de los anticuerpos anti - insulina. 
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De acuerdo a lo establecido en el trabajo - 

de encontrar la fracción proteica que transporta - 
los anticuerpos anti - insulina utilizando insulina - 

marcada con 1251 y por los resultados obtenidos, ~ 

podemos concluir que dicha proteina fijadora de in

sulina se encuentra en las gamaglobulinas y de es- 
tas la que transporta realmente los anticuerpos an
ti -insulina es la 19G. 
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Se hizo una revisi0n breve de la. historia - 
de la insulína, su síntesis y secreción, así como - 

de los estados diabéticos y el tratamiento de la - 
diabetes, se menciona también brevemente la forma- 
ci0n de anticuerpos anti- ínsulina y su deteccion.- 
Es descrito con detalle el método de electrofore-- 
sis en gel de poliacrilmida usado para la separa— 
ci6n e identificación de la proteina acarreadora - 
de los anticuerpos anti - insulina usando para este~ 
fin insulina marcada con 1251 como trazador, así - 

como la técnica de inmunodifusion radial para ca— 

racterizar la inmunogliobulina transportadora de di
chos anticuerpos utilizando el mismo trazador. 

Se estudiaron 33 sueros de pacientes diabé- 
ticos, los cuales habian recibido más de 100 unida
des diarias de insulina con título de anticuerpos_ - 
de 19 a 76% de fijaci6n, en ellos se realizó la - 

electroforesis en gel de poliacrilamida, donde se - 

obtuvieron r8sultados con un valor promedio de - - 
2016. 0 X 10 microcuries de radioactividad en la- 

fraccion correspondiente a las gamaglobulinas. Pa- 

ra la inmunodifusí6n radial se estudiaron 21 sue— 
ros de los 33 anteriores, ya que se escogieron los

de fijaci6n mayor de 40% en donde encontramos que - 
la fijaci0n de estos anticuerpos_ es en la 19G con - 

un valor promedio de 1182. 6 X lo 6
microcuries de - 

radioactividad. 

También se presentan los resultados totales
obtenidos por las dos técnicas y una breve discu— 
si0n sobre los resultados. 
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