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RESUMO

Dois esquemas de imunizac@®o foram empregados psra O
desenvoivimento de um antissoro anti-pré-insulina humana
para radioimunoensaio, 1n:etando-se subcutaneamente pré-in-
suitna (PI> biossintética CEIlI Lilty, USA) em sitios mil-
tiplos da regiao dorsai de cobalas. NO pPrimeiro esquemna,
empregaram-se S0 ug de PI e 88 injegcOes de reforco foram
administradas 4 semanas ap6s a i1mun,;zac30 prindria e entdo
com intervalios de 3 semanas . No segundo esquema, foram in-
Jetados 250 ug de PI e os reforgos foram feitos sete, nove
e 18 semanas ap6s. 0Os titulos dos antissoros foram estima-
dos durante o periodo de imuni2acdo. Tr&s semanas apés o
primeiro reforgco, coletou-se 0 sangue total dos animais e
0s antissoros foram avaliados com reiacdo a rcacdo cruzada
com insulina e peptideo-C. Como 0s antissoros ni3o foram su-
ficientemente especificos para a PI, eles foram purificados
e ent3ao submetidos a0 estudo de sua cinética de precipita-
Ca0 e de su3 avidez. AmboS 0% esquemas apresentaram resui-
tados equivalentes. 0s titulos atingiram um valor miximo em
aprox i madamente o0i1to a nove semanas. 0 antissoro produzido
uti l1zando-se SO ug de PI spresentou uma reacdo cruzada
maior com a 1nsulina, enqudnto que a reatividade com o pep-
tlideo-C foi da mesma ordem nos dois grupos de antissoros. A
avidez também foi1 muito var)avel nesses grupos, sendo que
0s tr8s antissoros que apresentaram constantes de afinidade
{(Ka) maiores, necessitaram de 24 hs & 48C para satingiren
11gacdes méximas com a 1851-PI. Entretanto, somente um des-
aes antissoros (do primeiro grupo) foI adequado paras o0 ra-~
dioimunoensaio. Este estudo enfatiza as dificuldades en se
estabelecer compuracoes entre diferentes procedimentos de
Imunizacédo, especialmente NoS Cas0S em que antissoros mais
#vidos s80 necesslr os.

(X)) Trabalho realizado em colaborac#o com o Laboratério de
Investigacdo Médica (LIM 25) da Faculidade de Medicina da
USP, Sao Paulo, Brasil e apresentado no ~ IX Congreso Ar-
gentino de Medicina Nuciear-IV Jornadss dei Cono Sur de I8
Asociaclon de Sociedades de Biologia y Medicina Nuclear”-
Buenos Aires-Argentina, de 14 a 18 de outubro de 1991.
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ABSTRACT
Two schedules of immunization were employed for
developing antiproinsulin antisera for radioimmunoasssy.
Brosynthetic human proinsulyn-nPT (EVI1 Litty, USA), was

tnjected subcutaneousliy in gQuinea piIgs 1n nuitiple sites.
In the first schedule were used 50 ug of hPI and <the
vooster injections were administered 4 weeks after the
primary immuniZzation and then at 3-week intervals. In the
second schedule was used 250 ug of hPl 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 biood was taken from all
animals end the antisera were evaltuated for Cross-
reaCtivity with bGirosynthet 1Cc human ynsulitn and C-pepltirde
from Lirlly, As the antisera were not sufficiently specific
for hPI they were purified and assessed for kinetic of
precsprtation and avidity. Both tmmunization schedulies
gave conparabie responses. Titers rose 1o the:!r maximum |1n
atout 8 10 9 weeks. The antisera generated by the use of 50
ug of hPI presented higher croos-reactivity with nsulin
whiie the reactivity with C-peptide was of the same order
1in both antiserum groups. The avidity was very variable in
the tw0 groups and the three most sensitive antisera
required 24 h at 42C for achieving maximum binding with the
1251-nPI. However, only one antiserum <(from the first
group) was suitable for the radiormmunoassay. This study
emphasizes the difficulties of making wvalid comparisons
between different immunization procedures, especialily n
the cases when highest svidity 15 required.

(X> Work performed 'n collaboration with the “Laboratério
de Investigacao Médica (LIM 25) da Faculdade de Medicina da
USP, S@o0 Paulo, Hras:il, and presented at “IX Congreso
Argentino de Mediciha NucClear ~ VI Jornadas del Con0o Sur de
la Asociacion de Sociedades de Biologlia y MedicCina
Nuctlear”, held in Buenos Aires, Argentina, October, 14-18,
1691.



INTRODUGCAO

A maior dificuldade no desenvoivimento de um sistema
de radiotmunoensaic € aquela em se obter antissoros com as
caracteristicas necessarias de avidez e especificidade. H#
muitos fatores que contribuem para esta dificuldade, mas a
guantidade disponivel 4o antfgeno e sua capacidade imunogé-
nica %80 consideracl0es importantes. Por 19so, exiotem ma-
neiras diferentes de se imunizar um animal, ta)s cComo:ve-
riando a dose, a4 frequéncia, 0 local da injecao e a espécie
anima' a ser imuniZada, bem ComMo empregando Ou nao adjuvan-
te.

A técnica de 1njecOes 1ntradérmicas miltipias, des-
crita por Vaitukaitis e colaboradores em 1971 (1), oferece
vantageéns reais em economia do i1munégeno, raptdez da res-
posta imune e necessidade de poucas injecdes de reforco.
Esta técnica fo: empregada por Vari0s grupos para a obten-
cao de anti18s0ros anti-pro-i1nsul ina humana, 1munizZzando co-
bartas (2,3) e cabras (4,5) com injecdoes do imunégeno wva-
rrando de 40 a 100 ug.

Outros autores empregaram doses malores imunjzando
cobaias (6) e carneiros (7) com i1njecdes do imunégeno va-~
riendo de 100 a 200 vg e injecoes de reforco de até 300 ug
(6).

Entretanto, aliguns autores tém demonstrado que essas
doses s#0 i1nsuf icientes para induzir 8 produCcao de antisso-
ros antr-itnsulinicos em cobaras, sugerindo doses minimas de

250 a 500 ug (8) ou doses de 1 mg (9.



Hurn e Landon (10) t&m sugerido Que um descanso pro-
longado entre as doses de reforco poderia ser benéfico, es-
peciaimente cCom relacao a avidez do antissoro. Além disso,
Hurn e Chantler (11) tambeém recomendam interromper 0 esque-
ma de i1munizacdoc dos animasis por alguns meses, antecedendo
4 ultimg tnjecao de reforgo.

Este 1trabalho apresenta uma avaliacdo comparativa en-
tre doiS esquemas de I1munizZacao empregados para a obtencao
de o4ntiss0ros anti-pro-insuling humana em cobatas. Utili-
20u-Se a léCcnica de injecoOes maltiplas com pequenas doses
do antigeno (SU ug) e es9%a mesma técnica com doses maiores
(250 u9) e assoCiadas o um periodo de descCanso apés a Glti-

ma injecac de reforgo.

MATERIAIS € METODOS

Peptideos

Fré-insulina (F13, insulina e peptideo-C humanos
biossintéticos 4entliimente doados peia £l Lilly and Com-
pany, USA.
Tracador

1251-pro-insul ina (aproximadamente 6.45 MBG/ug) pre-
parada em nossos laboratérios (12), utiiizando~-se tubos re-
vestid0s com lodoen.,
Obtencéo dos sntissoros

Cobaias machos, ailbinas (220 g) foram injetadas sub-
Cutaneamente em sitios miitipios da regido dorsai com 2 m|
de uma emuisao formadas por volumes !guais de soliugéo fisi0-

t6gica contendo hPl e de adjuvante de Freund. Utiliizou-se
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ad juvante de Freund compietu (Difco Laboratories, USA)> na
primeira i1munt2acao e i1ncompleto nas 1njecdes de reforco.

Foram empregados dois esquemds de imunizacdo. No
Primeirc esquema, Cinco animais foram imunizados com S0 ug
de PI, cu)os resultados preliminares j& haviam sido relata-
dos (13). No segundo esquema. 10 animais foram imuni zados
com uma dose cinco vezes maior (250 ug). ESSas mesmas doses
foranm repetidas ndas i1njecoes de reforco, Cujos esquemas de
Imunizacao estaoc apresentados na Figura 1.

Como no primeiro esquema de imun)zacao, apés a inje-~
€30 primaria, uma das CiI1nCo cCoObaias velo a 6bito, passou a
ser oferecida agua contendo 5% de glicose as demais. Mesmo
com este procedimento, nao se pOde evitar no segundo esque-
ma de 1munizacaoc a morte de cinco animais, uma hora apbés a
i1njecao primar,a. Portanto, fo) necessadria a aplicacdo Via
tntraper itonea! de 3 mi de glicose SD%, a0os animals rema-
nescentes, para evitar uma mortalidade maijor.

Decorridas tres e CINCO sSemanas, respectivamente,
ap0s a9 Injecoes primar 185 dO Primeiro e segundo esquemas
de 'munizacao, foram colhidas amostras de sangue, POr meio
de pungao cardiaca, para a analise do tituio de seus antis-
s0ros. Dua® semanas apos as Injecdoes de reforgco, foram co-
Ih1d0s 2 mi de sangue de todos 0SS animais, pela mesma via e
com » mesma finalidade.

Trés semanas apos a4 Ultima 1njecdo de reforco, o san-
gue total C(aproximademente 25 mi) foi colhido desses ani-
mais e 0% antiss0ros foram aval13dos quanto & sua reacdo

cruzada com 3 'nsulina e o peptideo-C .
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Purificaclo dos antissoros

Como 05 antissoros nao foram suficientemente espec(-
ficos para a pr6-insulina, eles foraem adsorvidos contrsa
insul 1na-Sepharose e peptideo-C-Sepharose.

f# Sepharose 4B (Pharmacia, Sweeden) foi ativada em
nossos Iaborat6érios na proporcao de 150 mg de CNBr (Sigma,
USA) por grama de resina (14) e o acoplamento fo! de 3,6 mg
de i1nsulina e 1,0 mg de peptideo~C por grama de resina 9ecs
(6). Os antissoros foram incubados por 18 hs com a Insuili-
na-Sepharose (0,5 m! por mi de antissoro), seguidos de mais
18 s de rncubacao com o peptideo-C-Sepharose (0,3
mi/ml de antissoro) a 49C, sob agitacdo ienta e continua,
apt6s o que foram armazenados a -202C.

Avaliacdo dos antissoros: Evoluc#o da resposta, tituio, es-
pecificidade, avidez e cinética de precipitaclo

A evolucdao da resposta dos antissoros, ao longo do
tempo de i1munizacdo, fo: avaliada incubando-se cada antis-
soro¢(100 u! na ouiluigdo de 1:100) com o tragcador (100 ul
contendo aproximadamente 10.000 cpm), por 24 hs a 42C en
tampao fosfato de s6dio 0.01 M, pH 7,6 contendo NaCi O.15M,
EDTA O,01M e 0,1%X de soro albumina bovina -SAB (voiume f-
nal de 300 ul).

O0s anticorpos |i1gados 8o tracador foram precipitados
peis adicdo de um segundo antissoro de cabra, anti-gama
globuiina de cobaia (Pel-Freez, USA), seguidos de i1ncubacdo
por mais 24 hs a 42C. Apdés & centrifugacdo, a radioativida-
de do precipitado fo) determinada em contador gama sutoma-

tico (Abbott Laboratories, USA).
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0s antissoros obt:dos ao 1ongo do tempo de imunizacao
foram ti*ulados no mesmo sistema de ensaio, porém i1ncubados
durante 72 hs nas diluigdes variando de 1:100 a 1:256.000.

A especif.cidade dos antissoros, antes e ap6s sua pu-
rificacao, foi também analisada em curvas de tftulo,
na presenc. de insulina (S00 mU/!) e de peptideo-C
(10 pmoi/ml).

A avidez dos antissoros purificados for estimada cons~
Truindo-se curvas padrao de radioimunoensaio em equiifl-
brio:; calculando-se suas constantes de afinida.e (Ka) pelo
"Scatchard piot”, com a4 ajuda do programa computaciona!
"Statistical Graphics System” versdao 2.6 para a reducdo dos
dados.

Essas cur. s foram construidas empregando-se pré-insu-
lina padrao nes concentracdes wvariando de 0.016 8 16
pmol/mi e tampao de enssio fosfato de s6d4i10 0.04 M, pH 7,4
contendo 0,1%X de SAB e 0,02% de tiomersal (volume final de
300 uL>. As curvas foram incubadas por 896 hs a 42C , segui-
das de incubacao adicional por 24 ns com 0 segundo antis-
soro. O precipttado for coletado por centrifugacac a 1500 g
durante 30 minutos a 42C.

0s antissoros que apresentaram 0S8 valores de Ka mais
eievados, foram submetidos a andlise de sua cinética de
prec ipitacao, permanecendc incubados por periodo que variou
de 1 2 126 hs & 49C, empreyando-se po!ietiieno glico! 20%
pPare a8 separacao da fragcadao ligada. 0s dados obtidos foran

anal 1s8dos pelo programa computacional! ANACOMP versfio 1.0,



RESULTADOS E DISCUSSAO

0s dois esquemas de imunizacdo forneceram resultados
semeihantes com relacao a e ‘¢80 do titulo dos an.isso-
ros. Os tituios maximos foram obtidos em torno de oi1to a
nove semanas , ap0sS 0 Que permaneceram praticament cons-
tantes (Figura 2.

Embora Havrankova e Petit (8) também tivessem obtido
antissoros anti-insulina com tituios elevados em torno de 9
semanas, apenas as cobaias i1munizadas com doses maiores do
imunogeno (250 e S00 vy} desenvolveram antissoros adequados
para 0 radiormunoensa) @ deste hormOnio.

As Figuras 3 e 4 apresentan, respectivamente, as cur-
vas de titulo dos antissoros obtidos nas diferentes san-
arias, realizadas durante o primeiro e 0 Segundo esguemas
de imunizacao. Observou-se que, apenas 0s anima1s 00T (1%
esquema’ e NM (29 esquema’ apresentaram seus tituios signi-
ficativamente diminuidos, por 0Casiao da Gltima sangria.

A figura S apresenta as curwvas de titulo de todos oS
antissoros provenientes da ultima sangria. Os respectivos
tftu: 08, correspondentes a uma | 13acdo com SN% do tragador,
estdo indicados na Tabela I. O tituio mais elevado, de
1:8.000, fornecido peio antissoro d4a cobaia OP i1muniZada
com S0 ug de PI, é matnr do que aquele obtido por Deacon e
Conion (2> que também empreyaram coObaias, dose e esquema de
IMUN1Zacao similares,

O mesmo pdde ser constatado com relacao aos ant)sso-
ros obtidos por outros autores que imunizaram cobaias (6),

cabras (4,5, e carneiros (7)), porém, empregando d409es maio-

"
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res do imunfdgeno, a partir de 100 ug.

Entretanto, os antissoros gerados pejio uso de doses
menores do 1mundgeno, administradas em numero maior e Com
intervalos frequentes, apresentaram maior reagdo cruzada
com & insulina do Que 0SS outros; enquanto que a reatividade
Cruzada com o peptideo-~C foi da mesma ordem em aabos 0S
grupos de antissoros (Figura 6 e 7).

fipesar de todos 0s antissoros terem Se tornado alta-
mente especificos deposs de purtficados, eles apresentaram

avidez muito variével (Tabela I1I).

Iabela I- Titulo dos antissoros obtidos nos dois

esquemas de imunizacao.

. A - A D e S G D " T iy e o . A N A - - -

Antissoro Esquema Titulo

OoP Primeiro 1:8.000
NM segundo 1:4.400
SM primeiro 1:1.300
€e segundo 1 820
D1E1 segundo 1: 700
D1E2 sejundo 1: 500
De segundo 1 330
o071 primeiro 1: 330
ODF primeiro < 1 100

- . Y G N e e A e e . N m A P AP W g e an



Trés dos anti ssoros mats sensiveis; um do primeiro
(OP) e o0os outros dois do segundo esguema de imunizacao
(D1E1 e D1E2>, quanco submetidos aoc estudo da cinética de
precipttacdo, necessitaram de apenas 24 hs para atingir a
I1gacdo maxima com a '251-P1 (Figura 7). Dentre esses an-
t1ssoros, aqueie obtido no primeiro esquema (OP) é o que
estad sendo empregado no desenvoivimento do radioimunoensaio

de PI (12), por possuir tituio e avidez meihores.

Iahelsn IXI- Valores da constante de afinidade (Ka) de-
terminados nos dois grupos de anti1s580ros gerados pelos di-~

ferentes esquemas de I1munizaGao.

o . = S G e e e e s Gp P N e e A v T - . -y v M S T v e e e e

Antissoro Esquema Ka Ci/moi)
orP prime|ro 1,00 x 1010
D1EI segundo 0.69 x 1010
£2 segundo 0,58 x 1010
D1E2 segundo 0.43 x 010
SM primeiro 0,33 x 1010
NM segundo 0.14 x 1010
oDT pPrimeiro 0,06 x 1010
D2 sequndo 0.05 x 1010

CONCLUSOES:

Este estudo enfatiza as u.ficuldades em se estabele-
cer conmnparacoes entre diferentes procedimentos de imuniza-

¢80, especiaimente nos Casos em que antiss0ros mais &vidos

13
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Sa0 necessarios.

N30 Fo) possfivel estabelecer uma comparacéo entre o0s
diferentes procedimentus de i1munizZacdo, empregados para @
obtencdo de antissoros anti-pré-insulina. Entretanto, foi
possivel obter um antissoro ant)-PI com titulo e avidez
adequados pPara 0 rad10i1MuUnOEensalo, pelo empreyvgo de doses
ba1xas dO 1mUNOyeno.

Este resultado pPermite a imunizacao de um nlmero
maior de animals, spresenlando uma taxa de mortalidade re-~
duzida em decorréncia da hipogliicemia, que pode ser contro-
lada peld admintistracao de glicose via oral,

O método de purifiCcacadao dos antissoros, empregando
cromatogrdgfia de imunogf inidade, se mostrou eficiente, em-
bora resulte numg pequena queda de seus titulos,

A anaiise da constante de afinidade (Ka) dos antisso-
ros ¢ o estudo de sua cinética , foram fundamenta!s pars a

escolha do meihor anti1550ro0 para 6 radioimunoensailo.
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Eigura 1- Evoiucao da resposta dos dois grupoy de cobaias
Imunizadas com proé-insuiina de acordo Com O PpPrimeiro
(acima; e segundo {(abaixo) esquema de i1munizacdo. Diluicho

final Jos antissoros de 1:300,.
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RECIPROCO DA DILUIGAO FINAL DOS ANTISSOROS

Eigura 2- Curvas de tituio dos antissoros obtidos no 12
esquema de imuni2acao nas diversas sangrias que sucederam
as imunizacoes, indicadas pelos respectivos nlumeros. A
curva do ant:ssoro da cobaia SM obtido na 6¢ sangria

superpbdos-se aquels referente a 4¢ sangria.
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RECIPROCO DA DILUICAO FINAL DOS ANTISSOROS
Eagura  3-

Curvas de titulo dos antissoros obtidos no 2%

esquema de imunizagcao, nas diversas sangr 1 as que sucederam

#s 1muni2acles, indicadas peios respectivos numeros.
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RECIPROCO DA DILUICAO FINAL DOS ANTISSOROS

Eigura 4- Curva dose-resposta obtida plotando-se a dilui¢cdo

dos antisscros anti-PI humana contra a porcentagem de 1€5]1-

PI |igada. Esses ant19s0ros se referem a Gitima sangria,
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RECIPROCO DA DILUICAD FINAL DOS ANTISSOROS
Eigura S -~ Deslocamento ds 1251-p1 por PI « >,

insuting (----) e peptideo-C (~-~~), antes <(esquerda) e
ap6s (gire)ts) 8 puriticaclo dos antissoros obtidos no

PrimeIro esquema de imunizZagao.
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RECIPROCO DA DILUIGAO FINAL DOS ANTISSOROS

Eigura 6- Deslocamento da  '€°I-PI por PI (=),
insulina (----) e peptideo-C (~--—-), antes (acima> e ap6s
(abaixo) a purificacdo dos antissoros obtidos no 22 esquena

de imun)zacao.
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Eigura 2- Efeito do tempo de i1ncubacdo sobre a ii19acdo dos

antissorns com a '©5]-P1 a 49C,



