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INSULINA

En 1869 Langerhans ( 16) descubri6 en el páncreas for

maciones celulares en islote y en 1890 Von Meríng yMinkowsky

16) demostraron su £ unci6n end6crina al provocar la diabe— 

tes mellitus en un perro al cual extrajeron_el páncreas. Err

1921 Banting, Best y Macleod ( 16) prepararon un extracto pan

creático que al administrarlo por via parenteral a perros

pancreatectomizados causaban la desaparici6n de los sintomas

de diabetes, observándose un descenso en los niveles de glu- 

cosa sanguinea. Collip, trabajando con Banting logro la con- 

centraci6n del principio activo, el cual fue llamado insuli- 

na. En 1926 Abel ( 16) purific6 la insulina, partiendo de un

extracto pancreático, la cristaliz6 como la primera hormona - 

de naturaleza proteica, cuya peso molecular es de 5734 dal --- 

tons. Su estructura primaria fué determinada por F. Sanger - 

y col. ( 12) en 1955 y su síntesis se realiz6 en 1966 en el - 
Laboratorio Nacional de Brookhaven, dirigida por P. G. Katso

yannis ( 12). La molécula está constituida por dos cadenas - 

polipeptidicas: la cadena A que posee 21 restos ar-inoácidos- 

y la cadena B, que consta de 30. Las dos cadenas se hallan - 

unidas entre si por dos puentes disul-fùro. En la cadena A - 

existe un puente disul£uro intracadena que enlaza los amino- 

ácidos en las posiciones 6 y 11. ( fig- l). 

Aunque no se conoce con exactitud el sitio activo de
la molécula de insulina, se sabe que sus puentes disul.Curo - 

intactos son esenciales para su actividad biol6gica. La ru£ 

tura de las uniones disulfuro con álcali o agentes reducto— 
res inactivan la hormona, la que puede ser reactiváda por me

dio de agentes oxidantes suaves. El cambio del ácido aspár- 

tico 21 en la cadena A causa pérdida completa de la activi— 
dad. La pérdida del heptapeptido terminal de la cadena B -- 



Fig. 1.- Estructura de la Insulina Humana
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asi como la destrucci6n de las histidinas por £ otooxidaci6n- 

causan inactivaci6n. 

Esta hormona ha sido purificada del páncreas de di£e

rentes especies y preservada en forma cristalina. Su crist2, 
lizaci6n requiere trazas de zinc, que es un constituyente

normal de la insulina almacenada en el tejido pancreático. 

La estructura secundaria y terciaria de insulina bovina fué- 
determinada por cristalografia de rayos X ( Adams y col. - -- 

1969). Este estudio muestra que la cadena A de la molécula - 

está más expuesta, incluyendo el enlace disulfuro 6- 11 que - 

posiblemente envuelve la actividad hormonal. La cadena B es

tá en la porci6n interna de la molécula. Se ha descrito la - 

insulina en forma de dímeros y probablemente polimeros un¡ -- 

dos entre si por las interacciones características de la es- 

tructura cuaternaria. 

Existen pequeilas diferencias de especie a especie en

los aminoácidos que componen la molécula de insulina. Smith, 

1966, estudi6 la estructura primaria de varias especies ani- 

males. 

Ballena Se¡ 1 Ala - Ser - Tre i Ala i

Diferencias en la secuencia de aminoácidos

con la insulina humana 1

osici6n en la cadena A Posici6n en la cadena BEspecie
r

11
8 9 10 30

Cerdo, perro, 

esperma de

ballena 1 Tre - Ser - Ile Ala

Conej o I Tre - Ser - Ile Ser

Ganado bovinol

cabra Ala - Ser - Val 1 Ala i

Ovej a Ala - Gli - Val Ala

Caballo Tre - Gli - Ile Ala

Ballena Se¡ 1 Ala - Ser - Tre i Ala i
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La insulina juega un importante papel en el metabo— 

lismo general, estimulando al de carbohidratos, el almacena- 

miento de gluc6geno, la síntesis de ácidos grasos y la capta

ci6n de aminoácidos y proteínas. Es una hormona anab6lica - 

que actúa sobre el tejido muscular, adiposo, cardiaco, esque

lético y cristalino del ojo. ( 22). 

BIOSINTESIS DE INSULINA. 

La insulina es sintetizada como una sola cadena en

los polirribosomas de las células beta del páncreas, los - 

puentes disul£uro se forman durante este proceso por reduc— 

ci6n de la cadena abierta. La molécula resultante denomina- 

da proinsulina bajo la acci6n de enzimas hidrolasas se rompe

entre los aminoácidos 30- 31 y 63- 1, liberándose un p6ptido- 

llamado péptido C o péptido conectante, que contiene 33 ami- 

noácidos. 

La proinsulina ha sido aislada y purificada finalmen

te por £ iltraci6n en gel a partir de extractos Pancreáticos - 

Steiner y Cunningham, 1967), ( 11). La molécula de proinsu- 

lina es practicamente inactiva, pero puede reaccionar en for

ma cruzada con los anticuerpos preparados contra la insulina. 

fig. 2). 

Además de la proinsulina de cadena simple, hay un -- 

compuesto intermediario de cadena doble, el cual se demostr6

in vitroll en extractos de páncreas porcino. Este componen- 

te del plasma, de alto peso molecular, está caracterizado en

términos de propiedades conocidas de proinsulina. Eviden- - 

cias recientes indican que en pacientes con Insulas de célu- 

las tumorales, el componente circulante de alto peso molecu- 
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lar puede ser di£erenciado de la proinsulina y del componen- 
te del plasma de alto peso molecular de sujetos normales. - 
Este componente circulante puede ser re£erido como un compo- 

nente proinsulina semejante o con el t&rmino de Ilinsulina -- 
grande". ( 1 , 9). 

Fig. 2.- PROINSULINA PORCINA

péptido de enlace

S - S
1 1

3 Cadena A

1
1

í - -
21 COOH

S S

1
SS

NH 1
2

Cadena B
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SECRECION DE INSULINA. 

El hombre requiere aproximadamente 50 unidades de ín

sulina por día, que es s6lo una quinta parte de la almacena- 

da en los gránulos beta del páncreas. Puesto que hay una re- 

serva para cinco días, es razonable suponer que los £ actores

reguladores necesitan actuar primordialmente s6lo sobre los - 

mecanismos de liberaci6n de la insulina almacenada y no nece

sariamente sobre la insulinogénesis. El proceso secretor de.1
pués de la estimulaci6n por glucosa o tolbutamida ha sido -- 

captado por microscopía electr6nica. ( Lacy, 1964). ( 11). 

Durante la secreci6n, los gránulos se mueven hacia - 

la membrana plasmática de la célula, donde la membrana super

ficial del gránulo se funde con la membrana celular. Las meEl
branas fundidas se rompen luego y el contenido granular se - 

libera en el espacio pericapilar por exocitosis. Posterior— 

mente la insulina debe cruzar las membranas basales de las - 

células beta y de un capilar vecino, así como el endot elio - 

fenestrado del capilar para llegar al torrente circulatorio. 

Fig. 3.- Secreci6n de Insulina

Retículo
Mitocondrias

endoplásmico
1 Núcleo

NZtOl. Complejo de

Membrana 1111 OT

Golgi

basal del

Gránulo B
capilar - 1

Luz del

capilar -,,*'-,
Membrana basal

células B
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La glucosa estimula directamente la liberaci6n de in

sulina almacenada, no siendo inhibida su acci6n por el bol— 

queo completo de la insulinogénesis con dinitrofenol o puro- 

micina ( Grodsky y col., 1963). La respuesta a la glucosa -- 

puede ocurrir en 30 a 60 segundos, La glucosa puede estimu- 

lar también la síntesis de insulina, no obstante, este efec- 

to requiere un per odo más largo ( 30 a 60 minutos) que la ii

beraci6n de insulina. Un intermediario producido en el cur- 

so del metabolismo de la glucosa, es el responsable de la es

timulaci6n de la secreci6n de insulina. Algunos otros azilCa

res que son fácilmente metabolizados como la manosa y la - - 

fructosa pueden estimular la liberaci6n de insulina; los az-a

cares no metabolizables, galactosa, L- arabinosa, 2- desoxiglu- 

cosa y xilosa no la estimulan. Cuando el mecanismo de la

glocosa está bloqueado, la tolbutamida y el citrato puecien

estimular la secreci6n de insulina. 

El metabolismo de los nucle6tidos desempeRan un pa— 

pel importante puesto que la secreci6n de insulina puede ser

estimulada por el AMPcíclico ( Adenin mono Fosfato) y hormo— 

nas o agentes como la teofilina que incrementan el AMPcícli- 

co intracelular, lo que origina glucog6nesis. 

Los ácidos grasos, como el octanoico, estimulan el - 

páncreas. 

Los aminoácidos, particularmente la leucina y argini

na, estimulan la secreci6n de insulina. La arginina estimu- 

la la velocidad de insulina por modulaci6n de la sePíal insu- 

linog6nica dada por la glucosa en las células beta, se cree - 

que el AMPcíclico y los iones de calcio intervienen en la -- 
transmisi6n de las células beta. ( 6). 
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Las hormonas; gastrina, secretina, pancreozimina y

el glucagon, provocan liberaci6n de insulina. " In vivo" el

glucagon puede actuar primariamente en el páncreas para au— 

mentar el AMPciclico, el cual a su vez facilita la produc- - 

ci6n de los intermediarios de los carbohidratos que estimu— 

lan la secreci6n de insulina ( Malaidde y col., 1967). ( 11). 

La secreci6n de insulina es estimulada por agentes

que aumentan la acci6n beta adrenérgica y es inhibida por

los que estimulan los sistemas alfa adrenérgicos. La epine- 

rina es un estimulador tanto beta como alfa adrenérgico. La

estimulaci6n alfa en los islotes es responsable de un efecto

inhibitorio. Cuando la acci6n al£a adrenérgica es bloqueada

con fentolamina, la acci6n estimulante beta persiste ( Porte - 

y col., 1966). 

Independientemente de la concentraci6n de glucosa

sanquinea, en stress extremo, no solo provee glucosa a la

circulaci6n por glucogenolisis, sino preferentemente la pre- 

serva para que la utilice el encé£ a10 puesto que deprime la- 

secreci6n de insulina. Al mismo tiempo provee de ácidos gra

sos movilizados del tejido adiposo para proporcionar el, com- 

bustible principal al MUsculo en ejercicio. 

La secreci6n de insulina está controlada por otros - 

cationes ( Grodsky y col., 1966). " In vitro", el calcio es un

requisito absoluto para la secreci6n de insulina independien

temente de la concentraci6n de glucosa,, el magnesio es inhi- 

bidor de la secreci6n de insulina. La secreci6n de insulina

se incrementa siguiendo la estimulaci6n del vago, la acetil- 

colina es un potente agente insulinotr6pico, transmisor col¡ 

n6rgico por interacci6n con la membrana plasmática de célu— 

las responsables de incrementar la permeabilidad de cationes

como son sodio y calc_io. Un gran námero de secretores de in
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sulina requieren calcio extracelular y el movimiento de cal- 

cio dentro de las células beta estimula el mecanismo secre— 

tor. Cuando el movimiento de calcio dentro de las células - 

es inhibido, la secreci6n de insulina también es inhibida. - 

lo). 

Medicamentos hipogluceminantes átiles para el con- - 

trol de la diabetes como las sulfonilureas, tolbutamida, clo

rópropamida, fenformida, glicodiazina, glicoxepid, glibencll

mida y la tolazamida, estimulan la secreci6n de insulina, no

asi, la aloxana y el diaz6xido que inhiben su secreci6n. - - 

Las drogas insulinotr6picas incrementan el transpor- 

te intestinal de azucar por lo que se ha clasificado al in— 
testino como Ilinsen:sible a la insulinall porque no afecta el - 

transporte de glucosa a traves del epitelio intestinal. ( 2). 

TRANSPORTE DE INSULINA

La hormona está unida a las proteinas plasmáticas, - 

su corrimiento electroforetico se caracteriza con las gamma- 
globulinas. Se une a la IgG en plasma de pacientes diabéti- 

cos tratados con insulina pero este fen6meno no se ha encon- 

trado en sujetos normales, ( 17). 

RECEPTORES INSULINICOS

Los receptores están localizados en la membrana plas

mática de la célula y constituyen el sitio inicial de inte— 
racci6n entre la hormona y el tejido. E 1 calcio y otros ca~ 
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tiones divalentes estimulan la uni6n con insulina en la mem- 

brana de placenta humana, células grasas y membranas de híg2, 

do, no asi en linfocitos cultivados. Las concentraciones al

tas de cloruro de sodio aumentan el enlace de insulina a cé- 

lulas grasas y membranas de higado, pero inhiben la uni6n a - 

membrana de placenta humana. ( 19). 

METABOLISMO

La glutati6n- insulina transhidrogenasa ( GIT) inacti- 

va a la insulina por separaci6n reductiva de los enlaces di - 

sulfuro en la cadena A y B. El glutati6n reducido, actuando

como una isoenzima para la transhídrogenasa, dona los áto— 

mos de hidr6geno para la reducci6n y es convertido en gluta- 

ti6n oxidado. Los péptidos de las cadenas A y B son degrada

dos por prote6lisis quedando los aminoácidos correspondien-- 

tes. La GIT se localiz6 en la membrana ribosomal del higado

como un complejo protein- fosfolipido. La vida media de la - 

insulina en la circulaci6n es de 10 a 25 minutos en el hom— 

bre. ( 4, 11, 23). 

FISIOLOGIA

La insulina muestra todas las actividades adscritas - 

a las hormonas, incluyendo el sitio de transporte en la mem

brana, la sintesis de ácido ribonucléico ( ARN) en el sitio - 

nuclear, la traducci6n en el ribosoma para la sintesis pro— 

teica y una influencia en los niveles tisulares de ácido mo- 
no£ osf6rico ( AMP) ciclico. 
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El efecto primario de esta proteína en el MUsculo y - 

tejido adiposo es facilitar el transporte de glucosa, aminoá

cidos, ion potasio, nucle6sidos y fos£ato inorgánico. El con

sumo de glucosa por la célula es el paso limitante de la ve- 

locidad para todo el metabolismo subsecuente de la glucosa - 

dentro de la célula. En el tejido adiposo la insulina eleva

la síntesis de lipidos aportando acetil- coenzima- A y NADPH  

requeridos para dicha síntesis, asi como la producci6n de -- 

glicerol ( glicerofosfato) para la sintesis de triglicéridos. 

En el hígado no existe barrera para el transporte de

glucosa, las concentraciones extracelulares e intracelulares

son iguales, la insulina actúa directamente originando sali- 

da disminuida de glucosa, producci6n menor de urea, AMPcicli

co disminuIdo y captaci6n elevada de potasio y £ osfato. Se - 

sugiere que la insulina puede actuar sobre un locus genético

en el núcleo que contiene la unidad genética funcional ( geno

ma) para un grupo de enzimas especificas. Así, la insulina - 

estimula la glucogenesis efectuando un incremento simultáneo

en la sintesis de las enzimas glucocinasa, fructo£osfocinasa

ruvicocinasa. Al mismo tiempo, la insulina reprime a -- y pi ' ' 

las enzimas que controlan a la gluconeogénesis; piruvicocar- 

boxilasa, fosfoenolpirúvico carboxilasa, £ ructosa- 1, 6- difos- 

fatasa y glucosa- 6- fosfatasa. ( 11). 

PRESENTACIONES DE LA INSULINA COMERCIAL

PARA USO TERAPEUTICO. 

Protamina zinc insulina.- es una combinaci6n de insu

lina con protamina que se absorb¿ más lentamente que la insu

lina ordinaria. 
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Globininsulina.- es otra combinaci6n de insulina con

una proteina ( en este caso globina), tiene un efecto interme

dio entre la insulina ordinaria y la insulina protamina. 

Insulina ultralenta.- es una insulina de acci6n len- 

ta preparada por cristalezacion controlada en presencia de - 
altas concentraciones de zinc en amortiguador de acetatos mo

nos0dicos a PH 7. 2, para producir grandes cristales que son - 

lentamente absorbidos. 

Insulina lenta.- es una mezcla 7: 3 de insulina ultra

lenta y ordinaria, que tiene una duraci6n de efecto interme- 

dio. 

Caracteristicas de los efectos hipoglucemiantes de - 

la insulina -zinc -cristalina y de varias insulinas modifica— 

das. 

1 Horas después de

administraci6n

la

Tipo de insulina A¿-ci¿Sñmáxima Duraci6n del efecto

Insulina -zinc -cristalina

2 a 4 5 a 8

Globina- zinc- insulina 6 a 10 18 a 24

IPNH ( insulina protamina

neutra) Haqedorn 8 a 12 29 a 30

lenta 10 a 16 24 a 28Insulina

Irotamina- zinc- insulina

1 ( PZI) 16 a 24 24 a 36 0 + 

Las preparaciones de insulina se estandarizan midien

do su efecto sobre la glicemia en conejos. Una unidad de in
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sulima es la cantidad requerida para reducir la glucosa san- 

guínea, en un conejo normal de 2 Kg con 24 horas de ayuno, de

120 a 45 mg/ 100 ml. 

El estándar Internacional contiene 24 unidades por - 

miligrama de insulina recristalizada. La insulina comercial

usualmente se vende en dos concentraciones; U- 40 y U- 80 re£¡ 
riéndose los números a las unidades por mililitro. ( 11). 

HISTORIA DE LA DETECCION DE ANTICUERPOS

ANTI~ INSULINA. 

La existencia de anticuerpos antí- insulina circulan- 

tes por inyecci6n de insulina heter6loga en pacientes diabé- 

ticos fu6 sugerida por estudios de Banting y col. en 1938 y

despu6s por Wasserman et al. y Lowell. En 1955 Moloney y -- 

col. demostraron los anticuerpos anti -insulina en animales, - 

y en 1956 se confirm6 su existencia en humanos por Berson y- 
Yalow, y se estableci6 su importancia en el desarrollo de re
sistencia a la insulina. ( 21). 

Hay dos tipos de anticuerpos producidos por insulina
heter6loga: Un tipo de anticuerpo da origen a reacci6n alér

gica dérmica y en electroforesis migra con las beta globuli- 
nas ( Lowell 1942 y Cann 1953), y es capaz de producir urtica

ria, edema angioneur6tico y algunos shocks anafilácticos, -- 

ocurre solo excepcionalmente en el hombre. 

Otro tipo de anticuerpo demostrable por medici6n de - 

insulina unida a 1- 131, es di£erente: éste migra con las gal

ma globulinas y su enlace con insulina es reversible ( Berson

et al. 1956) Berson y Yalow 1957 y Kalant et al. 1958, Skom- 

y Talmage 1958. 
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Existe la hipotesis de que la diabetes avanzada pro- 

voca una enfermedad autoinmune debida al desarrollo de auto - 
anticuerpos anti -insulina. La alta concentraci6n de estos - 

anticuerpos en sujetos diabéticos cr6nicos provocan la resis
tencia a la insulina por un mecanismo inmunitario, ( Berson y

Yalow 1957b, Burrows et al. 1957). Esta afirmaci6n es res- 

paldada por el efecto favorable de terapia corticoide en mu- 
chos casos de resistencia a la insulina ( Collens y Bonwitsch, 

1955) y por la disminuci6n de anticuerpos anti -insulina que- 
acompaRa la desaparici6n de resistencia a la insulina ( Morse

1961). ( 18). 

Utilizando la técnica de ultracentrifugaci6n y un -- 

suero humano anti -insulina capaz de distinguir entre insuli- 
na humana y bovina, se demostr6 que los anticuerpos circulan

tes de pacientes diabéticos no s6lo se unen a la insulina
ex6gena administrada sino también a la insulina end6gena. 

Por tanto, estos anticuerpos reaccionan con una molécula pro

pia por lo que se les consider6 como autoanticuerpos, 
a pe— 

sar de su obvia inducci6n por insulina ex6gena. Este anti~ - 

cuerpo _fué probado con insulina especí£ica pero su especifi- 
cidad de especie no pudo ser probada ( Arquilla y Stovicky, - 

1956). Por tanto, existe un cruzamiento inmunitario con in- 

sulina de varias espeCies. Lowell ( 1942) asumi6 la especifl_ 

cidad de especie inmunologica de la insulina end6gena de - - 
ciertas especies que desaparecen en el proceso de prepara- - 
ci6n y purificaci6n. ( 13). 

La producci6n de autoanticuerpos anti -insulina está - 
considerada corno un factor etiol6gico de diabetes mellitus - 

en el hombre. No hay pruebas de que los anticuerpos anti -in
sulina sean producidos por personas que nunca recibieron in- 
sulina. ( 17). 



El £ en6meno inmune en diabetes mellitus se ha estu— 

diado recientemente por pruebas " in vitroll de la funci6n in- 

munol6gica de células blasto para detectar una poblaci6n de - 
linfocitos sensibilizada al antigeno. Federlin y col. ( 14) - 

vieron que los linfocitos de diabéticos alérgicos a insulina
son transformados en células blasto cuando son expuestos a - 
antígeno purificado de insulina bovina. Otros investigado~ - 

res, usando la prueba de migraci6n de leucocitos sugieren un

mecanismo auto -inmune presente en diabéticos demostrado por- 
inhibici6n en la migraci6n de leucocitos, diabéticos expues- 

tos a derivados antigénicos. ligados al ducto del páncreas -- 

porcino y a páncreas fetal de ternero. 

En el mecanismo inmune de células blasto en diabe— 

tes mellitus, la prueba de migraci6n de leucocitos ( LMT) tie

ne reportada hipersensibilidad celular en diabéticos contra- 
antigeno no especí£¡ co y un antigeno o derivado de la frac— 
ci6n microsomal de los islotes de Langerhans. No se encon— 

tr6 diferencia en los resultados de sujetos normales y diabé
ticos en la poblaci6n de linfocitos B y T en sangre peri£6ri
ca. ( 15 ). 

RADIOINMUNOANALISIS. 

En 1960 Berson y Yalow ( 5) introducen el método de - 

radioinmunoanálisi§ ( RIA) para determinar los niveles de in

sulina en suero, basándose en las propiedades antigenicas de

la insulina. Se ha extendido para el uso de hormonas peptí- 

dicas, hormonas esteroides y enzimas. Se puede realizar en - 

suero o plasma. 

Este método se basa en la reacci6n entre el antígeno
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de la hormona marcada con 1- 125 y un anticuerpo específico - 

para la hormona, de los que resulta formaci6n de un complejo

antígeno -anticuerpo ( Ag - Ac) radiactivo. Cuando se agrega an

tigeno ( Ag) sin marcar ( hormona), entra en competencia con - 

el antígeno marcado ( Ag*), por la cantidad limitada de anti- 

cuerpos, formándose cierta cantidad de complejo antigeno- an- 

ticuerpo no radiactivo. 

Ag* 

CFJ

Ag

I

Ac AgAc + AgAc

limitado IBJ

Donce Ag* Hormona marcada con 1- 125 ( antigeno) 

Ag Hormona no marcada antIgeno) 

Ac = Anticuerpo especifico para la hormona

F) = Concentraci6n de la hormona marcada libre

fBl = Concentraci6n de la hormona marcada unida al Ac

hJ = Concentraci6n de la hormona no marcada. 

De acuerdo con el principio de acci6n de masas, la - 

raz6n entre antígeno radiactivo unido al anticuerpo tB) y el

F), disminuye progresiva-- antigeno libre esto es,( B] 

mente en proporci6n con la concentraci6n creciente del Ag no
radiactivo [ h). ( 22). 
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Las ventajas del RIA consisten en: Tiene una gran -- 

sensibilidad, debido al uso de radiois6topos y alta afinidad

del anticuerpo. Posee gran especificidad, debido a la reac— 

ci6n antígeno -anticuerpo. Se puede llevar a cabo la microde- 

terminaci6n de proteínas especificas en mezclas sin £ raccio- 

nar. 

Los £ actores que intervienen en la prueba son: el an

tígeno marcado, el anticuerpo y el complejo Aq- Ac. 

Para la t6cnica de RIA se prefiere la yodaci6n de la

hormona prot6ica con 1- 125 que posee una vida media de 60
días prolongando el uso de la hormona marcada, no así el

1- 131 cuya vida media es de 8 días. 

Para la yodaci6n directa de proteínas se, ha usado

más el método de la cloramina~T, descrito por Green:wood y

col. ( 27) en 1963. La cloramina- T es una sal del monocloru- 

ro de sodio derivado del p - tolueno sulfonamida y su f6rmula- 
es: 

CI

Na CH<\=>- SO
2 - 

N

En soluci6n acuosa, se produce ácido hipocloroso en- 

pequeRa cantidad que act -da como excelente oxidante. De don- 

de el NaI- 125 o NaI- 131 es oxidado por la cloramina- T en pre
sencia de la hormona en 15 a 60 segundos. La reacci6n se de

tiene por adici6n de metabisul£ito de sodio ( Na2S2 05 ). Este

proceso se realiza a pH 7. 5, con vol-Cunenes reducidos al míni

mo, la incorporaci6n de iodo radiactivo depende de la concen

traci6n de proteínas. Después del procedimiento de oxida--- 

ci6n, la mezcla contiene proteína marcada, iodo radiactivo - 
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sin reaccionar, reactivos y proteínas que fueron daladas du- 
rante la reacci6n de oxidaci6n. Siendo necesaria la purifi- 

caci6n inmediata de la proteína marcada ya sea por adsorci6n

cromatográfica, filtraci6n en gel, electroforesis en gel de- 

almid6n, resinas de intercambio i6nico o diálisis. 

La calidad de la hormona marcada se verifica por cro- 

matoelectroforesis, electroforesis en acetato de celulosa,- 

cromatogra£ía en gel de almid6n o cromatogra£ía en gel de p 
liacrilamida. Se hacen cortes de la placa donde se corri6

la hormona y se mide la radiactividad de cada pieza en un
contador gamma. ( 5, 24, 25). 

Usualmente el pico del origen corresponde a la hormo

na marcada, el siguiente pico se considera como hormona daila

da y el pico con mayor corrimiento corresponde al ioduro li- 
bre marcado. ( fig. 4). 

Antes de la puri£icaci6n

Después de la purificaci6n
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El mateiral marcado se guarda en amortiguador conte- 

niendo albúmina de suero humano o bovino. La actividad espe- 

cífica se mide en pCi/) pg ( microCuris / microgramos). ( 5). 

METODOS DE SEPARACION DEL COMPLEJO Aq- Ac
DE LA HORMONA LIBRE. 

La sensibilidad y especificidad del RIA dependen del
anticuerpo que se relaciona directamente con la afinidad del
antIgeno. La especificidad depende de la reacci6n entre el - 

determinante antig6nico con los sitios específicos del anti- 
cuerpo. Un antígeno es una substancia que se combina con -un

anticuerpo específico. La parte de -una molécula antig6nica- 

que combina con el sitio de uni6n de un anticuerpo se llama - 
determinante antig6nico' 1. En el caso de hormonas peptldi-- 

cas, cada determinante consiste de una secuencia de aminoác , i
dos. Cada antígeno puede tener uno o más determinantes ant.i
génicos. 

Hay varios métodos para separar el complejo Ag -Ac de
la hormona libre: 

1.- Método que separa simultáneamente la hormona uni

da al anticuerpo de la hormona libre: Cromatoelectro£oresis, 

donde la hormona libre permanece en el origen y la hormona - 
unida al anticuerpo migra con las gamma- globulinas. 

2.- Método que remueve la hormona libre de la mezcla

de incubaci6n: Se basa en la adsorci6n de la hormona libre - 

permaneciendo la hormona unida al anticuerpo sin adsorberse, 

se emplea carb6n dextrán ( DC), es el método más comunmente

usado en RIA, fué propuesto por Herbert, Lau, Gotthieb y - 
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Bleich ( 5) para la prueba de insulina. El carb6n adsorbe a - 

los polipéptidos y proteinas de peso molecular pequeHo y ex- 

cluye completamente el complejo Aq- Ac. Está caracterizado - 

por su alta estabilidad, moderada capacidad de dispersi6n, - 

alta afinidadpor el Ag y especificidad adsortiva. También - 

se emplea la separaci6n por talco y precipitado de silica. - 

Otro método emplea resinas de intercambio ani6nico para la - 

separaci6n de la hormona unida de la libre. 

3.- Método que remueve la hormona unida al anticuer- 

po de la mezcla de incubaci6n: La técnica del doble anti- - 

cuerpo fué desarrollada por Hales y Randle ( 5), donde demues

tran que el anticuerpo anti -insulina puede ser precipitado - 

por anti gamma -globulina de la especie de que proceden los - 

anticuerpos. La técnica se basa en la inmunoprecipitaci6n - 

de la hormona marcada unida al anticuerpo ( AgtAc) por el uso

de un suero inmunoprecipitante o por anti gamma -globulina es

pecifica. Por ejemplo: 

Ins* + Ac Ins* Ac) ( soluble) 

anti gamma

t+ 
globulina

Ins* - Ac - anti (gamma pp. 

g lobi

El segundo anticuerpo es agregado al medio de incuba

ci6n precipitando el complejo Ag:kAc. La hormona libre perma

nece en soluci6n y el precipitado se separa por centrifuga— 

ci6n y es medida su radiactividad. Se ha visto que la argi- 

nina, leucina, epinefrina y heparina no alteran los niveles- 
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de insulina en este método. 

MEDIDA DE RADIACTIVIDAD. 

Al final del proceso de separaci6n, se mide la ra- - 

diactividad de las muestras en la fracci6n unida al anticuer

po, en la que se encuentra el antigeno libre o en ambas, de- 

pendiendo del tipo de separaci6n empleado. Se usa un conta- 

dor gamma para medir 1~ 125 y 1- 131. ( 7, 20). 
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MATERIAL Y METODOS. 
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MUESTRAS BIOLOGICAS

El material biol6gico utilizado en este estudio estu

bo constituído por 100 sueros de pacientes del Servicio de - 
Endocrinologia del Centro Médico La Raza, cuyas edades £ luc- 

tuaron de 18 a 77 aHos de edad, siendo 44 de sexo masculino - 

y 56 de sexo femenino, divididos en dos grupos - 

a) Grupo control no diabético: Integrado por 50 pa— 

cientes, 18 de sexo masculino y 32 de sexo femenino, que nun- 

ca recibieron insulina. 

b) Grupo de personas adultas diabéticas: constituido

por 26 pacientes de sexo masculino y 24 de sexo femenino que
recibieron insulina por mas de tres meses y que actualmente - 

se les aplica de 100 a 170 Unidades de insulina diaria, con - 

el objeto de ver si el método es o no sensible. 

Las muestras de sangre fueron obtenidas en condicio- 

nes de reposo y ayuno, por punci6n venosa y sin

lante. Se centrifugaron y se separaron los sueros, los que - 

se conservaron en congelaci6n hasta el momento de su uso. 

En todas ellas se determinaron anticuerpos anti- insu
lina por análisis radiométrico. 

METODOLOGIA. 

ANALISIS RADIOMETRICO de R. S. Yalow ( 3, 5), modifica

do. Es un procedimiento analítico cuantitativo. Se basa en

la afinidad de una muestra desconocida ( proteIna fijadora de
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insulina) por un agente radiactivo ( insulina -I- 125). La in- 

sulina marcada desplaza competitivamente a la insulina no
marcada presente en el suero problema, disminuyendo la ra- 

diactividad en la fracci6n de insulina no combinada, resul— 

tando un compuesto radiactivo fácilmente separable de la - - 
substancia radiactiva original ( insulina -I- 125) combinada e

insulina -I- 125 libre, por filtraci6n, volatilizaci6n u otros

procedimientos. En este caso se us6 carb6n dextrán ( DC) que

adsorbe polipéptidos de bajo peso molecular como la insulina, 
excluyendo el complejo antígeno -anticuerpo del carb6n des- - 
trán. Las fracciones se separan por centri£ugaci6n y se lee
radiactividad en el sobrenadante. 

Para establecer esta metodologia se hizo una varian- 

te de 61 en el RIA para la detecci6n de insulina en el cual - 
se substituy6 el anticuerpo por el suero del paciente que su
puestamente contenía anticuerpos anti -insulina. (£ ig. 5). 

APARATOS Y EQUIPO. 

Agitador y barra magnética. 

CentrLfluga. 

Espectr6metro de centelleo líquido. 

Mezclador tipo vortex. 

Reloj. 

Micropipetas automáticas con puntas de plástico. 

Tubos de plástico desechables de 12 x 75 mm. 

Frascos de polietileno para el espectr6metro. 

Equipo comdn de laboratorio. 
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Insulina -I 125 Carb6n dextrán

Suero 1 - 7
sin 0

0
Ac 0

Li L, C >

o L* -<v, "" 

Insulina -I 125 Carb6n dextrán

Suero

con

Ac

Fig. 5).- PRINCIPIO DEL ANALISIS RADIOMETRICO

0 Anticuerpo ( Ac) 

0 Insulina no marcada

Insulina- 
125
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REACTIVOS. 

1.- Soluci6n de albúmina bovina al 7. 5%. 

2.- Agua destilada. 

Reactivos usados del Equipo de Insulina Marcada con  -- 

1- 125 liofilazada. CEA IRE SORIP ( CIS), ( re£. INSIK- 3).- 

3). 

3.- Insulina marcada con 1- 125; La preparaci6n lio£ilizada - 

contiene albúmina bovina y conservadores. Actividad es- 

pecifica de 100 milicurie por miligramo. 

Hidratar el contenido con 10 m1 de agua destilada. 

Conservado a la temperatura de 2 a 8 OC. 

Nota.- El equipo CIS Insulina Radioinmunoanálisis contie

ne aproximadamente 2. 5 pC de 1- 125 trazador. Este mate- 

rial radiactivo es usado solo para pruebas " in vitroll de

laboratorio. 

4.- Anticuerpo anti -insulina: Preparado en cobayo, La prep2, 

raci6n liofilizada contiene albúmina bovina y estabiliza

dor. 

Conservado a la temperatura de 2 a 8 ' C. 

Estabilidad: Liofilizado y bajo refrigeraci6n, un aPío. 

Reconstituirlo con 10 m1 de agua destilada. 

Siguiendo el procedimiento recomendado, el suero anti -in

sulina une del 30 al 50% de la dosis de insulina marcada. 

5.- Amortiguador de fosfatos ( mezcla seca) í Cada paquete con

tiene fosfato de sodio, sal de sodio de EDTA, y albúmina

bovina. 
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Conservado a la temperatura de 2 a 8 ' C. 

Disolver la mezcla de sal seca en 200 m1 de agua destila

da se obtiene una soluci6n a pH 7. 4 conteniendo 1% de so

luci6n de albúmina bovina ( BSA). 

6.- Carb6n dextrán ( DC): Cada frasco contiene 2. 5 gr de mez- 

cla ( 1: 10). Al momento de su uso, suspender el contenido

del frasco en 120 m1 de soluci6n amortiguadora. La sus— 

pensi6n puede ser usada durante 48 horas. 

ANALISIS RADIOMETRICO. 

Procedimiento.- etiquetar los tubos por duplicado, - 

pipetear cuidadosamente y realizar la prueba de acuerdo al - 
esquema siguiente: 

MANEJO DE LOS DIFERENTES REACTIVOS EN EL METODO

RIA MODIFICADO

TUBOS INSULINA AMORTI SUERO SUERO ALBUMINA AMORTI CARBON

1- 125 GUADOR PATROE ANTI- BOVINA GUADOR DEXTRAN

0 PRO- INSU- 

BLEMA LINA

m1 m1 m1 m1 m1 m1 m1

T 0. 1

A 0. 1 0. 1 0. 1 1. 0

B 0. 1 10. 1 0. 1 1. 0

SUERO

PATRON 0. 1 0. 1 0. 1 1. 0

PROBLA 1MA 0 0. 1 0. 1

INCUBAR 2 horas entre 2 y 8 OC. 1

Nota: 

T = Radiactividad total. 

A = Testigo negativo. 

B = Testigo positivo. 
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Mezclar el contenido de todos los tubos durante 2 minutos, 

excepto T). 

Incubar durante lo minutos entre 2 y 8 OC. 

Centri£úgar todos los tubos a 2500 - 3000 r. p. m. durante - 

20 minutos. 

Decantar el sobrenadante en tubos desechables de polietile

no. 

Medir la radiactividad de los tubos durante dos minutos, - 

incluyendo el tubo T. 

CALCULOS

Porcentaje de e adsorci6n inespecifica) 

fijaci6n de ( suero patr6n) 

insulina ( C. ( C. P. M.) X 100

al suero radiactividad total

C. P. M. ) 

Nata: Consultar la tabla No. 1 ( pág. 37). 

Al resultado obtenido se le llama porcentaje de fij2, 

ci6n de insulina al suero, que representa la capacidad del - 

anticuerpo para unir proteinas y se representa en porcentaje. 

Observaciones, el tiempo de incubaci6n nos da el - 

equilibrio en la reacci6n. 

La suspensi6n de carb6n dextrán se coloca en baRo de
hielo a -una temperatura entre 2 y 8 OC, con agitaci6n conti~ 
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nua para mantener el medio homogéneo mientras se aplica a -- 

las muestras. 

El tiempo de aplicaci6n de carb6n dextrán no debe ex

ceder de 4 a 5 minutos. 

La fijaci6n de radiactividad por el carbono es cons- 

tante después de 90 minutos. 

CAPACIDAD DE ADSORCION DEL CARBON DEXTRAN

Con objeto de conocer la cantidad necesaria de car— 

b6n dextrán para adsorber la insulina libre presente en el " 

súero, se trabaj6 con insulina radiactiva con actividad esp.11

cifica de 100 milicuries por miligramo con lo que se prepar6

una soluci6n conteniendo 0. 125 micro curies por mililitro, - 

de la cual se tom6 0. 1 mililitros para mezclarlo con 0. 1 mi- 
lilitros de suero y 1. 0 mililitros de suspensi6n de carb6n - 
dextrán a diferentes concentraciones ( ver esquema de adsor— 

ci6n del carb6n dextrán, pág. 33). 

Se incub6 durante lo minutos entre 2 y 8 OC y se cen

tri_-E`ug6 de 2500 a 3000 r. p. m. durante 20 minutos. 

Se decant6 el sobrenadante y se cont6 durante dos mi
nutos la radiactividad fijada a la suspensi6n de carb6n dex- 
trán a diferentes concentraciones. 

Se encontr6 que a partir de 0. 01 gr de carb6n dex- 

trán por mililitro, la fijaci6n de insulina -I- 125 se hace

constante, por lo que se determin6 usar 0. 020 gr de carb6n

dextrán por mililitro que está en una concentraci6n adecuada. 

Gráficas No. 1 y 2, págs. 34 y 35). 
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ADSORCION DEL CARBON DEXTRAN

INSULINA 1- 125

ml

SUERO

ml

CARBON DEXTRAN

Gr/ ml ml

0. 1 0. 1 0. 0005 1. 0

0. 1 0. 1 0. 001 1. 0

0. 1 0. 1 0. 002 1. 0

0. 1 0. 1 0. 005 1. 0- 

0. 1 0. 1 0. 01 1. 0

0. 1 0. 1 0. 015 1. 0

0. 1 0. 1 0. 020 1. 0

Incubar durante lo minutos entre 2 y 8 OC. 

Centrifugar a 2500 - 3000 r. p. m. durante 20 minutos. 

Decantar sobrenadante y contar radiactividad en el sedimen- 

to y en el sobrenadante. 



GRAFICA llo. I

Capacidad de Adsorci6n del Carb6n I> xtrán
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GRAFICA No. 2

Capacidad de Adsorci6n del Carb6n Dextrán. 

Sedimento. 

0. 0005 0. 001 0. 002 0. 005 0. 010 U. U2U

Gr. de Carb6n Dextrán / ml. 
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RESULTADOS
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TABLA No. 1

VALORES OBTENIDOS CON SUSTANCIAS PATRON

PARA LA DETERMINACION DEL ANALISIS

RADIOMETRICO DE ANTICUERPOS ANTI - INSULINA. 

TUBO DESCRIPCION RADIACTIVIDAD VALORES ESTANDAR

C. P. M. ) 

T Radiactividad Total 20792 100

A Testigo negativo 2686 12. 9

B Testigo positivo 13393 64. 4

SUERO Adsorci6n Inespeci- 

IPA- - fica de Insulina- 

TRON 1- 125 en la protel- 

na serica. 3122 15. 0



VALORES DE REFERENCIA ESTABLECIDOS: de 0. 0 a 2. 29% 
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TABLA No. 2

VALORES OBTENIDOS DE SUEROS DE PACIENTES SANOS ADULTOS
QUE NO HAN SIDO TRATADOS CON INSULINA. 

No. PACIENTE SEXO RADIACTIVIDAD PORCENTAJE DE FIJACION

C. P. M.) DE INSULINA AL SUERO. 

1 L. J. M. p 3298 0. 84

2 E. B. F 3264 0. 89

3 C. G. F 3172 0. 24

4 J. L. S. m 3224 0. 57

5 M. A. R. m 3006 0. 55

6 I. m. F 2349 1. 30

7 M. M. m 2895 1. 0

8 H. F. C. F 2609 2. 40

9 I. C. F 3015 0. 55

0 M. G. m 3009 0. 54

1 D. C. F 3113 0. 04

2 M. M. M. F 3164 0. 21

3 N. R. G. F 3293 0. 82

4 H. P. M. i. F 3139 0. 08

5 CH. L. m 3067 0. 26

6 H. M. C. m 3217 0. 13

7 R. G. J. F 3219 0. 44

8 N. V. A. F 3238 0. 55

9 O. B. P. m 3198 0. 36

0 E. P. H. m 3119 0. 01

1 G. L. P. F 3393 1. 30

2 C. P. M. M. F 3262 0. 67

3 C. M. E. m 3117 0. 02

4 A. C. m 3111 0. 05

5 L. Q. F. F 3230 0. 51

6 I. P. L. F 3142 0. 09

7 S. A. A. F 3263 0. 67

8 M. C. P. P. F 3224 0. 97

9 L. R. C. F 3113 0. 04

0 L. P. G. p 3142 0. 09

1 C. P. M. M. F 3014 0. 51

2 N. G. F. F 3181 0. 28

3 M. V. H. F 3117 0. 02

4 M. R. L. m 3274 0. 73

5 M. C. A. F 3078 0. 21

6 M. M. T. F 3174 0. 25

17 M. G. G. A. m 3113 0. 04

8 E. G. M. F 3140 0. 08

19 L. M.S. m 3062 0. 28

0 S. M. R. C. F 2731 1. 80

1 V. S. A. m 3329 0. 99

2 M. F. B. F 3098 0. 11

3 H. M. R. M. F 3716 2. 85

4 E. R. G. F 3195 0. 35

5 J. A. J. C. m 3214 0. 44

6 M. O. R. m 3592 2. 26

7 D. S. A. m 3714 2. 84

8 P. A. A. F 3161 o. 18

T. J. M. F 2899 1. 07

0 C. C. E. M 3727 2. 90

x = 0. 25

VALORES DE REFERENCIA ESTABLECIDOS: de 0. 0 a 2. 29% 
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TABLA No. 3

VALORES OBTENIDOS DE SUEROS DE PACIENTES DIABETICOS QUE

REQUIEREN ALTAS DOSIS DE INSULINA. 

No.' PACIENTE SEXO RADIACTIVIDAD PORCENTAJE DE FIJACION

C. P. M.) DE INSULINA AL SUERO. 

1 L. L. S. m 15502 59. 5

2 L. C. N. p 16142 62. 6

3 B. H. M. m 14143 53. 0

4 R. M. F. F 18916 75. 9

5 L. L. S. m 19762 80. 0

6 L. C. N. F 12490 45. 0

7 S. G. F. m 10344 34. 7

8 A. G. m 16907 66. 2

9 D. L. m 15093 57. 5

10 R. G. F 12010 42. 7

11 L. D. F 9149 28. 9

12 A. P. P. F 14727 55. 8

13 J. M. V. m 15908 61. 4

14 A. F. I. F 10453 35. 2

15 R. R. M. F 14734 55. 8

16 M. V. S. m 14028 52. 3

17 R. R. A. F 14699 55. 6

18 A. F. I. F 10453 35. 2

19 H. A. J. m 11879 43. 1

20 G. 5. P. F 8646 26. 5

21 R. A. F 16106 62. 4

22 L. H. F. m 10551 35. 7

23 B. M. C. F 7080 19. 0

24 P. C. M. F 9629 31. 2

25 G. G. M. A. F 16850 66. 0

26 A. F. I. F 16519 65. 1

27 R. H. A. F 15257 58. 3

28 P. C. D. F 16660 65. 1

29 R. C. P. m 10505 35. 5

30 O. M. A. F 10961 37. 7

31 B. R. I. F 12905 47. 0

32 0. G - C. F 7193 19. 5

33 S. P. L. m 7260 19. 9

34 L. B. J. m 14288 53. 7

35 D.—E. R. m 16870 66. 1

36 M. A. F 5597 12. 0

37 S. P. L. m 9780 32. 0

38 Z. A. B. m 9639 31. 3

39 S. P. L. m 8200 24. 4

40 N. G. A. m 8600 26. 3

41 C. R. C. F 12720 46. 1

42 P. P. R. m 9700 31. 6

43 N. G. A. m 7824 22. 6

44 C. R. C. F 12720 46. 1

45 P. P. R , , m 10500 35. 4

46 L. G. G. C. m 8500 25. 8

47 Z. E. V. m 8998 28. 2

48 S. G. J. C. m 9673 31. 5

49 S. P. L. m 7238 19. 7

50 S. P. L.. m 9780 32. 0

43. 08 S 17 2S 34

X 2S = 43. 08 11 34 = 9. 08 a 77. 08% 



CALCULOS ESTADISTICOS

PARA COMPARACION DE LOS GRUPOS ESTUDIADOS

GRUPO DE SUEROS NORMALES ( TABLA No. 2, pág. 38). 

1 x
1 12. 78

x 501
n, 

S 
VE x

2

n

S = 1 . 02

2S = 2. 04

X, + 2S = - 1. 79 a 2. 29% 

0. 25

F51 ;-05

419

1. 02

m

GRUPO DE SUEROS DE PACIENTES DIABETICOS ( TABLA No. 3, pág. 39). 

1: x
x = 2 2154. 2

2
n

2
50

S = ( X2 2) 

2

1
2

S = 17

2S = 34

R. + 2S = de 9. 08 a 77- 08% 
2

14149. 6

49

17
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LIMITE DE CONFIABILIDAD: 

2 2
5- (x - x ) ( x Ñ ) 

S 2 - 2 + 1 - 1 = ( 14149. 6) + ( 51. 05) 

n + n - 2 98
2

S 12. 04

n n . 

t 2 2 x 1

n
2 + 

n
1

t
98

43. 08 - 0. 25 x 50 x 50

12. 04 50 + 50

t
98 = 17. 5

0. 1 < P > 0. 05, existe Diferencia Siqnificativa. 
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DISCUSION
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Se propone -un método cuantitativo para detectar ant ' i

cuerpos anti- ínsulina en pacientes diabéticos con consumo al

to de insulina, en los que se supone que hay producci6n de - 

estos anticuerpos debido a la poca respuesta de la terapia - 

con esta hormona. 

El método de R. S, Yalow ( 3, 5), modificado y adapta- 

do por nosotros en el Servicio de Endocrinologia del Centro - 
Médico La Raza, está basado en la uni6n de la insulina ra--- 

diactiva a los posibles anticuerpos del paciente, incubando - 

0. 1 m1 de suero y 0. 1 m1 de insulina marcada, en un segundo - 

paso la insulina libre ( que no se ha unido a anticuerpos) es

adsorbida con una suspensi6n de carb6n dextrán y centrifuga~ 

da, para contar en el sobrenadante la radiactividad unida a - 

los anticuerpos, el porcentaje de la radiactividad encontra- 

do sera proporcional a la cantidad de anticuerpos del pacien

te. 

Con objeto de establecer un blanco para descontar la

insulina marcada con 1- 125 unida de manera inespecífica a -- 

las proteinas sericas se prepar6 una soluci6n de albilmina bo
vina al 7. 5% de la que se tom6 0. 1 m1 para incubarlo con 0. 1

m1 de insulina -I- 125 bajo las condiciones establecidas en Ma
terial y Métodos. Esta radiactividad unida a proteína fué- 

muy reproducible en todos los ensayos variando dentro de la£ 
sos muy estrechos ( 2686 a 3122 c. p. m.). 

Se estudiaron cincuenta sueros de individuos aparen- 

temente sanos ( no diabéticos) que nunca habian recibido insu

lina, obteniendo un resultado promedio de fijaci6n inespecl- 

fica de insulina radiactiva a proteínas de un 15%, ligeramen

te superior a nuestro testigo negativo de 12. 9%. 
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La gran reproducibilidad de fijaci6n de insulina - 

1 - 125 al suero en las personas no tratadas y lo similar de
las cifras con sueros de testigos negativos nos conduce a

considerar que el blanco más adecuado para nuestro estudio

es una mezcla de sueros de personas no tratadas con insulina, 

para considerar esta fijaci6n de radiactividad como un cero- 

porciento, ya que esta representa unicamente la insulina li- 

gada a proteinas s6ricas y al tubo de ensayo de manera ines- 
pecifica, as¡ ut.Llizando la radiactividad de estos indivi- - 

duos como cero y el 100% de radiactividad de la insulina mar

cada para nuestros cálculos, se encontr6 un porcentaje de f.¡ 

jaci6n de insulina al suero de 0 a 2. 29%, los cuales queda— 

ron como valores de referencia. 

Para nuestro estudio se consider6 arbitrariamente un

alto consumidor de insulina al individuo que para su trata— 

miento requiere una dosis diaria superior a 100 Unidades. En

estos pacientes altos consumidores de insilina se encontr6,- 

como se esperaba, resultados superiores a los sueros testi— 

gos, los resultados fueron entre 12 y 80 porciento de fija— 
ci6n. La diferencia entre grupos es altamente significativa

ya que se obtuvo P< 0. 1 > O. 05. 

El hecho de que el mínimo porcentaje encontrado en - 

estos pacientes resulta ser seis veces mayor que las perso— 

nas normales, hace que el procedimiento sea adecuado para su

empleo en la práctica clínica en donde harán estudios poste- 

riores para correlacionar los porcentajes de fijaci6n de in- 
sulina con respecto a las dosis recibidas por el enfermo. 

Otra ventaja del m6todo radica en que requiere poca - 

muestra y la facilidad para hacer varibs estudios en poco -- 
tiempo de trabajo, aproximadamente 30 muestras en cuatro ho- 

ras. 
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RESUMEN Y CONCLUSIONES
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En el estudio presentado se anotan generalidades so- 

bre la estructura, biosintesis y secrecion, transporte y re- 

ceptores de la insulina, asi como su metabolismo y su fisi0- 

logía. Historia sobre la detecci6n de anticuerpos anti- insu

lina y Radio Inmuno Análisis. 

Se realiz6 un método rápido, sensible y altamente re

producible para estudiar la presencia de anticuerpos o algu- 

na otra molecul4 proteica capaz de fijar insulina de manera- 
especí£ ica, lo que ocasiona que el paciente requiera dosis - 

altas para su tratamiento. El principio del método consiste

en la incubaci6n de 0. 1 m1 de suero problema con 0. 1 m1 de - 
una soluci6n de insulina radiactiva de 100 mC/ mg de activi— 
dad especifica, al terminar esta incubaci6n se procede a se- 

parar la insulina -I- 125 no unida a proteina por adsorci6n -- 

con una suspensi6n de carb6n dextrán. 

A continuaci6n el sobrenadante, en donde se encontra

rá la insulina -I- 125 unida a proteinas se lleva a un conta— 

dor de pozo para cuantificar la radiactividad. 

Este estudio se hizo en 50 sueros de individuos apa- 

rentemente sanos con los que se obtuvieron valores de refe— 

rencia entre 0 y 2. 29%, y 50 sueros de individuos tratados - 
con altas dosis de insulina con el fin de establecer o ver - 

la sensibilidad del m8todo en estudio, en estos pacientes se

observ6 un porcentaje de fijaci6n de insulina al suero entre

el 12 y el 80%. 
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CONCLUSIONES

Por los resultados obtenidos se demuestra que se tra

ta de un m6todo rápido, sensible y de alta reproducibilidad, 

con gran aplicaci6n clínica en el estudio de pacientes diabe

ticos que consumen altas dosis de insulina, ya que las dife- 

rencias de fijaci6n en estos pacientes son por lo menos seis

veces inferiores de los que no han recibido insulina. 
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