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RESUMO

Dois esquemas de imunização foram empregados para o
desenvolvimento de um antissoro anti-pró-insuIina humana
para radioimunoensaio, >njetando-se subcutãneamente pró-in-
sultna <PI> biossintétíca (El li Lilly, USA) eu sítios múl-
tiplos da região dorsal de cobaias. No primeiro esquema,
empregaram-se 50 ug de PI e as Injeções de reforço foram
scin i n i st radas 4 semanas após a imunização primária e então
com intervalos de 3 semanas . No segundo esquema, foram in-
jetados «?50 ug de PI e os reforços foram feitos sete, nove
e ie semanas após. Os títulos dos antissoros foram estima-
dos durante o período de imunização. Três semanas após o
primeiro reforço, coletou-se o sangue total dos animais e
os antis9oros foram avaliados com relação a reação cruzada
com insulina e peptídeo-C. Como os antissoros não foram su-
ficientemente específicos para a PI, eles foram purificados
e então submetidos ao estudo de sua cinética de precipita-
ção e de su3 avidez. Ambos os esquemas apresentaram resul-
tados equivalentes. Os títulos atingiram um valor máximo em
aproximadamente oito a nove semanas. O antissoro produzido
utiiizando-se 50 ug de PI apresentou uma reação cruzada
maior com a insulina, enquanto que a reatividade com o pep-
tídeo-C foi da mesma ordem nos dois grupos de antissoros. A
avidez também foi muito variável nesses grupos, sendo que
os três antissoros que apresentaram constantes de afinidade
<Ka> maiores, necessitaram de 24 hs a 4fiC para atingirem
ligações máximas com a 1 2 5I-PI. Entretanto, somente um des-
ses antissoros (do primeiro grupo) foi adequado para o ra-
dio imunoensaio. Este estudo enfatiza as dificuldades em se
estabelecer comparações entre diferentes procedimentos de
imunização, especialmente nos casos em que antissoros mais
ávidos são necessários.

Trabalho realizado em colaboração com o Laboratório de
Investigação Médica (LIM 25) da Faculdade de Medicina da
USP, São Paulo, Brasil e apresentado no " IX Congreso Ar-
gentino de Medicina Nuciear-lv jornadas dei Cono Sur de Ia
Asociacfon de Sociedades de Biologia y Medicina Nuciear"-
Buenos Aires-Argent<na, de 14 a 18 de outubro de 1991.
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ABSTRACT

Two schedules of immunization were employed for
developing ant ipromsui in antisera for rad io immunoassay .
Biosynthetic human promsul m-hPI (EIU Lilly, USA), was
injected subcutaneous Iy m guinea pigs in multiple sites.
In the first schedule were used 50 ug of hPI and the
booster injections were administered 4 weeks after the
primary immunisation and then at 3-week intervals. In the
second schedule was used 250 ug of hPI and boosters were
done 7, 9 and 18 weeks later. The antibody titers were
testing throughout the immunization period. Three weeks
after the first booster, total blood was taken from all
animals and the antisera were evaluated for cross-
re<td ivity with biosynthetic human insulin and C-peptide
from Lilly. fts> tne antisera were not sufficiently specific
for nPI they were purified and assessed for kinetic of
precipitation and avidity. Both immunization schedules
gave comparable responses. Titers rose to their maximum in
about 8 to 6 weeks. The antisera generated by the use of 50
ug of hPI presented higher croos-reactivity with insulin
whiie the reactivity with c-peptide was of the same order
in both antiserum groups. The avidity was very variable in
the two groups and the three most sensitive antisera
required 24 h at 4t>C for achieving maximum binding with the
1 " i - h P l . However, only one antiserum <from the first
group) was suitable for the radiommunodssay. This 9tudy
emphasizes the difficulties of making valid comparisons
between different immunization procedures, especially in
the cases when highest avidity is required.

<*) Work performed in collaboration with the "Laboratório
de Investigação Médica (LIM 25) da Faculdade de Medicina da
USP, São Paulo. Brasil, and presented at "IX Congreso
Argentino de Medicina Nuclear - VI Jornadas dei Cono Sur de
ia ftsociacíon de Sociedades de Biologia y Medicina
Nuclear", held in Buenos Aires, Argentina, October, 14-18,
1991.



INTRODUÇÃO

A maior dificuldade no desenvolvimento de um sistema

de radioimunoensaic é aquela em se obter antissoros com as

características necessárias de avidez e especificidade. Há

muitos fatores que contribuem para esta dificuldade, mas a

quantidade disponível do antígeno e sua capacidade imunogê-

m c a são considerações importantes. Por isso, existem ma-

neiras diferentes de *»e imunizar um animal, tais como:va-

r i ando a dose, <» freqüência, o local da injeção e 8 espécie

anima' a ser imunizada, bem como empregando ou não adjuvan-

te.

ft técnica de injeções intradérmicas múltiplas, des-

crita por uaitukaitis e colaboradores em 1971 <1>, oferece

vantagens reais em economia do imunógeno, rapidez da res-

posta imune e necessidade de poucas injeções de reforço.

Esta técnica foi empregada por vários grupos para a obten-

ção de antissoros anti-pró-insuI i na humana, imunizando co-

baias <2,3) e cabras (4,5) com injeções do imunógeno va-

riando de 40 a 100 ug.

Outros autores empregaram doses maiores imunizando

cobaias (6) e carneiros (7) com injeções do imunógeno va-

riando de 100 a POO ug e injeções de reforço de até 300 ug

Entretanto, alguns autores têm demonstrado que essas

doses são insuficientps para induzir a produção de antisso-

ros anti-insuiínicos em cobaias, sugerindo doses mínimas de

250 8 500 ug (8) ou doses de 1 mg <9>.
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H u m e landon (10) têm sugerido que um descanso pro-

longado entre as doses de reforço poderia ser benéfico, es-

pecialmente com relação a avidez do antissoro. Além disso.

H u m e Chant ler < 1 D também recomendam interromper o esque-

ma de imunização dos animais por alguns meses, antecedendo

a ultima injeção de reforço.

Este trabalho apresenta uma avaliação comparativa en-

tre dois esquemas de imunização empregados para a obtenção

de antissoros anti-pro-•nsulina humana em cobaias. UtiIi-

zou-se a técnica de injeções múltiplas com pequenas doses

do antigeno <SO uy) e es^a mesma técnica com doses maiores

(«?50 ug> e associadas a um período de descanso após a últi-

ma injeção de reforço.

MATERIAIS E MÉTODOS

Pept fdeos

Pró-insuiina (fl). insulina e peptfdeo-C humanos

biossinteticos gentilmente doados pela Eli Lilly and Com-

pany, USA.

Traçador

I25j_pr5-insuii na (aproximadamente 6.45 MBq/ug> pre-

parada em nossos laboratórios (12), utiIizando-se tubos re-

vestidos com lodovjen.

Obtenção dos antissoros

Cobaias machos, albinas (220 g) foram injetadas sub-

cutaneamente em sítios múltiplos da região dorsal com 2 mi

de uma emuisão formada por volumes iguais de solução fisio-

lógica contendo nfl e ne adjuvante de Freund. Utilizou-se



adjuvante de Freund completo (Difco Laboratories. USA) na

primeira imunização e incompleto nas injeções de reforço.

Foram empreqados dois esquemas de imunização. No

primeiro esquema, cinco animais foram imunizados com 50 ug

de PI, cujos resultados preliminares jô haviam sido relata-

dos ( 1 3 ) . No segundo esquema. 10 animais foram imunizados

com uma dose cinco vezes maior <25O ug) . Essas mesmas doses

foram repetidas nas injeções de reforço, cujos esquemas de

imunização estão apresentados na Figura 1.

Como no primeiro esquema de imunização, após a inje-

ção primária, uma rias cinco cobaias veio à óbito, passou a

ser oferecida água contendo •>? de glicose às demais. Mesmo

com este procedimento, não se pôde evitar no segundo esque-

ma de imunização a morte de cinco animais, uma hora após a

injeção primária. Portanto, foi necessária a aplicação via

i ntraperitoneal de 3 ml de glicose 502, aos animais rema-

nescentes, para evitar uma mortalidade maior.

Decorridas três e cinco semanas. respectivamente,

«pôs as injeções primárias do primeiro e segundo esquemas

de imunização, foram colhidas amostras de sangue, por meio

de puncão cardíaca, para a análise do título de seus antis-

9oros. Duas semanas após as injeções de reforço, foram co-

ihidos ? ml de sangue de todos os animais, pela mesma via e

com a mesma finalidade.

Três semanas apôs <i ultima injeção de reforço, o san-

gue total (aproximadamente 25 ml> foi colhido desses ani-

mais e os antissoros foram avaliados quanto à sua reação

cru/ada com j insulina e o peptídeo-C .



i- Esquemas de imunização empregados na obtenção

dos antissoros anti-PI.

Primeiro esquema

<5O ug PI)

Segundo esquema

(250 ug PI)

Imunização primária

4 semanas

14 Injeção de reforço

3 semanas

Injeção de reforço

3 semanas

3fi a 6fl Injeções de reforço

com intervalos de 3 semanas

3 semanas

Sangria total

Imunização primária

6 semanas

Injeção de reforço

3 semanas

Injeção de reforço

9 semanas

3fi Injeção de reforço

3 semanas

sangria total



Purificação dos antissoros

COMO O S antissoros não fora» suficientemente especí-

ficos para a pró-insuiina, eles fora» adsorvidos contra

insulma-Sepharose e peptfdeo-C-Sepharose.

A Sepharose 4B (Pharmacia. Sweeden) foi ativada em

nossos laboratórios na proporção de 150 mg de CNBr (Sigma.

USA) por grama de resina <14) e o acoplamento foi de 3.6 mg

de insulina e 1,0 mg de peptldeo-C por grama de resina seca

(6). Os antissoros foram incubados por 18 ns com a insuli-

na-Sepharose (0.5 ml por ml de antissoro), seguidos de mais

18 hs de mcubacão com o peptÍdeo-C-Sepharose (0,3

ml/ml de antissoro) a 4&C, sob agitação lenta e contínua,

após o que foram armazenados a -209c.

Avaliação dos antissoros: Evolução da resposta, título, es-

pecificidade, avidez e cinética de precipitação

A evolução da resposta dos antissoros, ao longo do

tempo de imunização, foi avaliada incubando-se cada antis-

soro(100 ul na aiiuição de 1:100) com o traçador (100 ul

contendo aproximadamente 10.000 cpm), por 24 hs a 4ÔC em

tampão fosfato de sódio 0.01 M, pH 7,6 contendo NaCI 0.15M,

EDTA 0.O1M e 0,1? de soro albumma bovina -SAB (volume fi-

nal de 300 ul).

Os anticorpos ligados ao traçador foram precipitados

pela adição de um segundo antissoro de cabra, anti-gama

globulina de cobaia (Pel-Freez, USA), seguidos de incubação

por mais 84 hs a 4£C. Após a centrifugação, a radioativida-

de do precipitado foi determinada em contador gama automá-

tico (Abbott Laboratories, USA).
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Os antissoros obtidos ao longo do tempo de imunização

foram ti+ulados no mesmo sistema de ensaio, porém incubados

durante 72 hs nas diiuvções variando de 1:1O0 a 1:256.000.

A especificidade dos antissoros. antes e após sua pu-

rificação, foi também analisada em curvas de título,

na presence de insulina (500 mU/I) e de peptídto-C

(10 pmol/ml).

ft avidez dos antissoros purificados foi estimada cons-

trumdo-se curvas padrão de radioimunoensaio em equilí-

brioi Cdlcuiundo-be «uas constantes de afinidade (Ka> pelo

"Scatchard plot", com a ajuda do programa computacional

"Statistical Graphics System" versão 2.6 para a redução dos

dados.

Essas curv. :-s foram construídas empregando-se pró-insu-

lina padrão nas concentrações variando de 0.016 a 16

pmol/mi e tampão de ensaio fosfato de sódio 0.04 M, PH 7,4

contendo 0,1? de SAB e 0,02? de tiomersal (volume final de

300 uL). As curvas foram incubadas por 96 hs a 4fiC , segui-

das de incubação adicional por 24 ris com o segundo antis-

soro. O precipitado foi coletado por centrifugaçãc a 1500 g

durante 30 minutos a 4fiC.

Os antissoros que apresentaram os valores de Ka mais

elevados, foram submetidos a análise de sua cinética de

precipitação, permanecendo incubados por período que variou

de 1 a 126 hs a 4$C. empreyando-se poiietileno glicoi 20?

para a separação da fração ligada. Os dados obtidos foram

analisados pelo programa computacional ANACOMP versão 1.0.
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RESULTADOS E DISCUSSÃO

Os dois esquemas de imunização forneceram resultados

semelhantes com relação a e cão do título dos anvisso-

ros. Os títulos máximos foram obtidos em torno de oito a

nove semanas . após o que permaneceram praticament cons-

tantes (Figura í?> .

Embora Havrankova e Petit <8> também tivessem obtido

antissoros anti-msui m a com títulos elevados em torno de 9

semanas, apenas as cobaias imunizadas com doses maiores do

imunógeno <250 e 500 ug> desenvolveram antissoros adequados

para o radioimunoensai • deste hormônio.

As Figuras 3 e 4 apresenta», respectivamente, as cur-

vas de título dos antissoros obtidos nas diferentes san-

grias, realizadas durante o primeiro e o segundo esquemas

de imunização. Observou-se que, apenas os animais ODT <1fi

esquema) e NM <<?2 esquema; apresentaram seus títulos signi-

ficativamente diminuídos, por ocasião da última sangria.

A figura 5 apresenta as curvas de título de todos os

antissoros provenientes da última sangria. Os respectivos

títuios, correspondentes a uma ligação coin ">o£ do traçador,

estão indicados na Tabela I. O título mais elevado, de

1:6.000, fornecido pelo antissoro da cobaia OP imunizada

com 50 ug de PI, é nmor do que aquele obtido por Deacon e

Con I on (2> que também empregaram cobaias, dose e esquema de

imunização s i m i»re">.

O mesmo pride ser constatado com relação aos antisso-

ros obtidos por outros autores que imunizaram cobaias <6),

cabra; (4,5> e carneiros (7), porém, empregando doses «aio-
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res do imunógeno, a partir de 100 ug.

Entretanto, os antissoros gerados pelo uso de doses

menores do imunógeno, administradas em número maior e com

intervalos freqüentes, apresentaram maior reação cruzada

com a insulina do que os outros* enquanto que a reatividade

cruzada com o peptídeo-C foi da mesma ordem em ambos os

grupot> de antissoros (Figura 6 e ?> .

Apesar de todos, os antissoros terem se tornado alta-

mente específicos depois de purificados, ele9 apresentaram

avidez muito variável (Tabela II).

T- Título dos antissoros obtidos nos dois

esquemas de imunização.

ftnt/ssoro Esquento Título

OP

NM

SM

E2

D1E1

D1E2

D2

ODT

ODF

prineiro

segundo

primeiro

segundo

segundo

segundo

segundo

p r i m e i r o

p r i m e i r a

1

1

1 :

1

1 .

1

1

1

< 1 :

e
4

1

.000

.400

.300

620

700

500

330

330

100
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Três dos antissoros mais sensíveisi um do primeiro

<OP> e os outros dois do segundo esquema de imunização

<D1E1 e D1EP). quanc'o submetidos ao estudo da cinética de

precipitação, necessitaram de apenas 24 hs para atingir a

ligação máxima com a 1 ? 5l-PI (figura 7 ) . Dentre esses an-

tissoros, aquele obtido no primeiro esquema <OP) é o que

está sendo empregado no desenvolvimento do radioimunoensaio

de PI (12), por possuir titulo e avidez melhores.

[- Calores da constante de afinidade <Ka) de-

terminados nos dois grupos de antissoros gerados pelos di

ferentes esquemas de imunização.

Anttssoro Esquema Ka <l/mol>

OP primeiro 1,00 x 1O1<^

D1E1 segundo 0,69 x 1 0 1 0

E2 segundo 0,58 x 1 0 1 0

D1E2 segundo 0.43 x " O 1 0

5M primeiro 0,33 x 1 0 1 0

NM segundo 0.14 x 1 0 1 0

ODT primeiro 0,06 x 1 0 ^

02 segundo 0.05 x 1 0 1 0

CONCLUSÕES:

E9te estudo enfatiza as u.fieu Idades em se estabele-

cer comparações entre diferentes procedimentos de imuniza-

ção, especialmente nos casos em que antissoros mais ávidos
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sáo necessários.

Não foi possível estabelecer una comparação entre os

diferentes procedimentos de imunização, empregados para s

obtenção de antissoros «inti-pró-insul m a . Entretanto, foi

possível obter um antissuro anti-PI com titulo e avidez

adequados para o radioimunoensaio, pelo emprego de doses

baixas do imunoqeno.

Este resultado permite a imunização de um número

maior de animais, apresentando uma taxa de mortalidade re-

duz ida em decorrência da hipogiicemia, que pode ser contro-

lada pela administração de glicose via oral.

C método de purificação dos antissoros, empregando

cromatografia de imunoafinidade, se mostrou eficiente, em-

bora resulte numa pequena queda de seus títulos.

f\ análise da constante de afinidade <Ka> dos antisso-

ros e o estudo de sua cmética , foram fundamentais para a

escolha do melhor antibboro para o radioimunoensaio.
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- Evolução da resposta d o * dois grupo* de cobaias

imunizadas com p r ô - m s u i m a de acordo com o primeiro

(acima) e segundo (abdixo) esquema de imunização. DiluiçSo

final dos antissoros de 1:300.
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RECÍPROCO DA DILUIÇÃO FINAL DOS ANTISSOROS

figura P- Curvas de titulo dos antissoros obtidos no 12

esquema de imunização nas diversas sangrias que sucederam

«9 imunizações, indicadas pelos respectivos números. ft

curva do antissoro da cobaia SM obtido na 6S sangria

superpôs-se aquela referente a 46 sangria.
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RECIPROCO DA DILUIÇÃO FINAL DOS ANTtSSOROS

a- Curvas de título dos antissoros obtidos no 2fi

de imunização, nas diversas sangrias que sucederam

89 imunizações, indicadas peios respectivos números.
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RECIPROCO DA DILUIÇÃO FINAL DOS ANTISSOROS

A - Curva dose- resposta ob t ida p io tando-se a d i l u i ç ã o

dos a n t i 9 » c r o s a n t i - P I humana c o n t r a a porcentagem de

PI l i g a d a . Esses a n t i s s o r o s se referem a ú l t i m a s a n g r i a .
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RECIPROCO OA OILUIÇAO FINAL DOS ANTISSOROS

_ Deslocamento da 1 2 5 I - P I por P I < ) ,

insu l ina < ) e peptideo-C <-—•->, antes (esquerda) e

após ( d i r e i t a ) a p u r i f i c a ç ã o dos ant issoros obt idos no

pr imeiro esquema de imunização.
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RECÍPROCO OA DILUIÇÃO FINAL DOS A N T I 8 S 0 R 0 S

10 10 10

Deslocamento da 1 2 SI-PI por PI < ),

insulina < ) e peptideo-C <"--—>, antes (acima) e após

(abaixo) a purificação doí> antissoroô obtidos no 26 esquema

de imunização.
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7- Efe i to do tempo de mcubacSo sobre a ligação dos

antiitsoros com a 1 ? 5 I -PT a 4«C.


