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SUMARIO
Na tentativa de se obter um antissoro anti4Pr65Insulina (PI)
para radioimunoensaio, foram imunizadas c¢inco. cobaias jovens

através de inje¢Ges subcutdneas de 50 pg de PI humana biossinte
tica (Eli Lilly and Company, USA), seguidas de reforco a cada 3
semanas com colheita de sangue 14 dias apOs. Apds.a 1@ injecdo
um Gnico animal veio a Obito e a partir da 102 semana, trés co
baias desenvolveram antissoros com titulos.de 1:18.000, 1:1.500
e 1:300; enquanto que.apenas um animal apresentou titulo menor
do que 1:300. O estudo da especificidade desses trés antissoros
mostrou reatividade cruzada apenas com a insulina, cujos anti -
corpos foram removidos pela adsorcao com insulina-Sepharose. En
tretanto, os antissoros foram pouco sensiveis, sendo apenas ade
quados para o radioimunoensaio de amostras de pacientes com ni-
veis elevados de pro-insulinemia. Esquemas alternativos de "imu
nizacdo, visando a obtencdo de antissoros mais sensiveis, ~ sao
discutidos. '

ABSTRACT

In attempt to the production of antiproinsulin antisera for the
radioimmunoassay, five guinea pigs received 50 pg of biosynthe-
tic human proinsulin (Eli Lilly and Company, USA) injected sub-
cutaneously. Booster injections were administered at 3 weeks in
tervals and blood was taken 14 days after the injection. One
out of five guinea pigs died after the first injection. Just
after the 10th week, three guinea pigs developed antisera with
titers of 1:15.000,1:1.500 and 1:300 and one of them presented
titer lower than 1:300. The evaluation of the specificity of
those three antisera showed cross-reactivity only with insulin,
which antibodies were adsorbed against insulin-Sepharose. Howev
er, the antisera were not sufficiently sensitive for the assay
of endogenous proinsulin from healthy subjects,being only suit-
able for the measurement of circulating proinsulin' in patients
With hyperproinsulinemia. Alternative schedules of immunization
in order to obtain more sensitive antisera are discussed.
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INTRODUCAO

O desenvolvimento de um radioimunoensaio para uma subs
tancia especifica depende primeiramente da disponibilidade de
um antissoro contendo anticorpos com afinidade, titulo e espe-
cificidade apropriados (1). Diz-se frequentemente que a produ
cao de tais antissoros €& mais uma arte do que ciéncia (2) e vg
rios métodos tém sido empregados na tentativa de se obter an =
tissoros adequados. Entretanto, numerosos fatores podem in -
fluenciar o provavel sucesso, desde a imunogenicidade do anti-
geno e a espécie animal imunizada até o emprego ou ndo de adju
vantes. '

A obtencao de antissoros anti-pro-insulina tem sido di-
ficultada nao apenas pelo fato deste precursor hormonal conter
os determinantes antigénicos da insulina e do peptideo C e por
tanto, reagir cruzadaménte com estes peptideos, como também pe
la necessidade de serem altamente sensiveis para detectarem
concentragoes baixas de pro-insulina circulante (3).

Somente a partir de 1981, com a producdo de . pro-in -
sulina humana por tecnologla de DNA recombinante (4, e que an

ticorpos policlonais sensiveis e espec1f1cos foram obtidos e
caracterizados (5,6,7), pois até entdo, a quantidade de pro -
insulina humana purificada disponivel era insuficiente para

ser usada como imunogeno.

Mais recentemente, foram tambem produzidos e caracteri-
zados anticorpos monoclonais contra a pro-insulina humana bios
sintetica (8,9,10), os quais tém sido empregados em ensaios
1munorradlometr1cos e em téecnicas imunohistoquimicas para a de
terminacao e a localizacdao, respectivamente, deste pro-hormé -
nio. ¢

Neste trabalho, sao descritos os resultados prellmlna -
res da producgdo de um antissoro policlonal contra a . pro'-
insulina humana biossintética, objetivando o desenvolv1mento
de um radioimunoensaio homologo e especifico para este precur-
sor hormonal.

MATERIAIS E METODOS

Animais e Inoculacgodes:

Utilizaram-se cinco cobaias machos, albinas, de peso ho
mogéneo em torno de 220 g e criadas no biotério do Instituto
de Quimica da Universidade de Sdo Paulo (IQUSP). Os animais fo
ram injetados subcutaneamente em multiplos locais da regiao
dorsal com 2 mf de uma emulsao formada por volumes iguais de
solucao fisiologica, contendo 50 ug de pro-insulina humana bios
sintética (lote n® 509EM4, E1li Lilly and Company, USA) e adju
vante de Freund. Empregou—se adjuvante de Freund .. completo
(Difco Laboratories, USA) na primeira imunizag¢do e incompleto
nas demais (preparado em nossos laboratdrios com Arlacel A e 6leo
mineral Nujol na proporcdo de 1:10) ;seguindo-se o método de producio

®e
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de antissorodescrito por Vaitukaitis e cols. (11)

Como apds a primeira injecdao uma cobaia veio a Obito,
passou a ser oferecida agua contendo 5% de glicose as remanes-
centes, a fim de se prevenlr hipoglicemia.

Quatro semanas apos a primeira imunizacdo os animais re
ceberam a primeira injecao de reforco, sendo a segulr reimuni-
zados em intervalos de 3 semanas. Duas semanas apoOs cada inje
cao de reforgo foram colhidos 2 mf de sangue por puncdo cardia
ca, sendo. 0 soro separado por centrifugaciao e estocado a -209C.

Avaliacao da resposta dos animais:

Os antissoros foram avaliados a partir da primeira imu-
nizacao, empregando pro-insulina radioiodada em nossos labora-
torios (12), preparada com o mesmo antigeno empregado nas 'ino
culacgoes.

Determinou-se a ligacdo de cada antissoro (100 pf na di
luicao de 1:100) com o tragador (100 uf contendo aprox1madamen
te 10.000 cpm), incubados por 24 horas a 49C em tampao fosfato
de so6dio 0.01 M, pH 7.6 contendo 0.15 M NaCf, 0.01M EDTA e 0,1 %
de SAB (volume final de 300 uf). Os anticorpos ligados ao tra-
c¢ador foram precipitados pela adicao de um segundo antissoro
de cabra, anti-gama globulina de cobaia (Radioassay System La-
boratories, USA, 100 puf na diluicdo de 1::4); seguida de incu
bacdo por mais.24 horas. Apds centrifugacdo (1500 x g por 30
minutos.a 49C), a radioatividade precipitada foi determinada
em contador gama automatico (com eficiéncia de 85%); calculan-
do-se a porcentagem de radioatividade ligada em relacao a ati
V1dade <. total (B / T). Os.animais .foram . . sacrificados
e ' o-isangue . -‘total ' ¢olhida.’ .  quando a ligacdo de seus
antlssoros com o0 tracador se manteve estavel. :

Avaliacao dos antissoros: titulo, sensibilidade e especificidade:

"0Os antissoros que apresentaram maior ligacao com o traca
dor foram titulados no mesmo sistema de incubacdo, na diluicao
de 1:100 a 1:256.000 (100 ul), em fungao do tempo de imunizacgao.

. A sensibilidade dos antissoros obtidos na tltima sangria
foi avaliada. por meio de titulacao na presenca de 0.4 pmol de
pro-insulina ndo marcada, diluida no tampao de incubacao (100 uf).
Os antissoros que apresentaram maior titulo foram empregados na
construcdo da curva padrdao do radioimunoensaio, para analise
dos parametros que refletem a sensibilidade do ensaio: dose efe
tiva para 50% da resposta maxima (EDs,), dose minima detectavel
(DMD) e inclinac¢ao da curva padrao ("slope" -SL). Na realizacdo
dessas curvas o0s antissoros foram incubados inicialmente por 48
horas com a pro-insulina nd3o marcada (concentracdo de 0,02 a
20 pmol/mf) e por mais 24 horas com o tracador (volume final de
300uL), sendo a separagao realizada pela mesma técnica do duplo
anticorpo.

‘A especificidade dos antissoros foi tambem analisada em
curva de titulacdo, na presenca de peptideo C humano biossinté-
tico (lote n A18-TU8-44D, Eli Lilly and Company, USA) na concen

‘tracdo de 10 pmol/mf e de concentracdo elevada de insulina por-

cina (5 U/£; lote n? MLS 3142, Biobras Bioquimica do Brasil).
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Aqueles antissoros que apresentaram reac¢ao cruzada com a insu-
lina foram submetidos a adsorg¢ao com a mesma insulina porcina
conjugada a CNBr-Sepharose 4B (Pharmacia, Sweeden), de acordo
com o procedimento descrito por Cohen e cols. (13) , utili -
zando  glicina no lugar de etanolamina no tampio de conjuga -
cdao. Um lote de Sepharose 4B (Pharmacia, Sweeden) foi ativado
em nossos laboratorios empregando 150 mg de CNBr (Sigma ,USA)
por grama de resina (14).

ApOs a remocdo dos anticorpos anti-insulina, a sensibi-
lidade e a especificidade dos antissoros foi confirmada por seu
emprego na construcdo de curvas padrdo para pro-insulina (concentra
cao de 5 a 500 mU/&) e peptldeo C(concentracdo de 0,2 e .10pmo/mL),
no mesmo sistema de ensaio em ndo-equilibrio.

Empregou-se o programa computacional RIAKALK versao PC,
recém implantado em nossos laboratdrios (15), para a reducao e
analise dos dados do radioimunoensaio.

RESULTADOS

Dos cinco animais inoculados com a pro-insulina, um de
les. faleceu logo apos a primeira injecdo. A figura 1 apresenta
consequentemente, a evolugao das respostas dos quatro animais
durante o periodo em que foram imunizados. Como pode ser obser
vado nessa figura, os animais apresentaram uma resposta maxima
ap0s a 43 imunizac¢do. As cobaias SM e ODT foram sacrificadas
apos a 7@ imunizacdo, apresentando nesse periodo uma resposta
praticamente constante. Entretanto, as cobaias OP e ODF morre-
ram em decorréncia da puncgdo cardiaca realizada, respectiva -
mente, apdés a‘43 e a 6?3 imunizagdo. Desprezou-se o antissoro
da cobaia ODF que apresentou a ménor ligacdo com o tracador,
com valores inferiores a 50% na diluicao de 1:100.

A figura 2 apresenta as curvas de titulos dos trés an -
tissoros analisados. Considerando o titulo do antissoro como a
diluicdo no ensaio que liga 50% do tracador, observa-se que o
antissdéro da cobaia SM apresentou os menores titulos, com va-
lor de 1:720 na Gltima sangria; enquanto que o antissoro da co
baia OP revelou os maiores titulos, com valor de 1:15.000 na
sangria realizada apos a 42 imunizacgdo, quando o animal veio a
falecer. Apesar do antissoro da cobaia ODT ter apresentado ti-
tulo de 1:3180 logo apOs a ultima imunizacdo (72 sangria), uma
semana apds, quando o animal foi sacrificado (82 sangria) o ti
tulo havia baixado inexplicavelmente para 1:600.

A figura 3 exibe a sensibilidade dos antissoros obtidos
na ultima sangria, avaliada pela curva de titulo como o deslo-
camento que ocorre na presenca de uma quantidade fixa de prdo -
insulina ndo marcada. Nota-se que o antissoro da cobaia ODT foi
O que apresentou 0 maior deslocamento ao longo de quase toda a
curva; enquanto que o antissoro da cobaia OP, que havia apre -
sentado o maior titulo, foi o que revelou o menor deslocamento.
Esses’resultados foram confirmados na curva padrdo do radioimu
noensaio, cujos parametros analisados (ED;,,DMD e SL), indica-
dos na tabela 1, mostram a maior sensibilidade do antissoro da
cobaia ODT,.

@O
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As curvas de titulacdao dos antissoros realizados na pre
senga de concentracao elevada de insulina e de peptldeo C, imu
nologicamente relacionados com a pro-insulina, estao ex1b1das
na figura 4. Verifica-se que todos os antissoros testados
apresentaram reacdo. cruzada com a insulina, a qual deslocou em
ordem decrescente, a curva de titulo dos antissoros das cobai-
as ODT, SM e OP. Apenas ©0 antissoro da cobaia OP apresentou uma
pequena reagao com O peptldeo C.

A eficacia da remocao dos anticorpos anti-insulinicos é
evidenciada na mesma figura 4, na qual tambéem se observa apés
o procedimento de adsorc¢ao, uma grande diminuicd3o nos titulos
dos antissoros das cobaias ODT e SM. Devido ser pouco sensi -
vel, o antissoro da cobala OP néo foi adsorvido contra o pep-
tldeo C.

A tabela 2 compara o emprego dos antissoros das cobaias
ODT e SM purificados, na construcgdao da curva padrdao do radio-
imunoensaio, confirmando a maior sensibilidade do tracgador na
dose zero.

A figura 5 exibe a curva padrdo do radioimunoensaio de
pré-insulina realizado com o antissoro da cobaia ODT, indican-
do que até as concentragoes de 500 mU/L de insulina e de 10
pmol/mf de peptideo C ndo houve inibigdo da ligacdo do antis -
soro ao tracador.

DISCUSSAO

Logo ap6s a primeira imunizacgao, um Gnico animal veio a
obito, provavelmente devido a choque hipoglicémico, visto  ter
sido demonstrado que a pro-insulina humana biossintética pos -
sui aproximadamente 7 e 10% da atividade biologica da insulina
nativa, respectlvamente, An vavo e in vitro (16).

A maioria dos antissoros obtidos apresentaram tltulo me
nor do. que aqueles preparados por outros autores empregando a
mesma espécie animal e o mesmo esquemna de imunizacdo, que exi-
biram apos a quarta 1munlzagao, titulos maiores do que 1:10.000
(6).

Como era de se esperar, os antissoros preparados contra
a pro-insulina apresentaram anticorpos dirigidos para a  por-
¢ao insulinica de sua molécula. Apesar desta reacao cruzada,
eles tornaram-se altamente especificos apdés —sua’ purificacdo
por imunoadsorc¢ao.

Porém, a sensibilidade do ensaio (36 fmol/tubo) foi me-
nor do que a dos ensaios realizados com os antissoros produzi-
dos em cobaias (5,6,17) e cabras (7,18) a partir de pro-insuli
na biossintética, varlando de 0,8 a 10 fmol/tubo.

Os resultados fornecidos pelas curvas de titulacdo cons
tituiram um pardmetro valido de comparacdo entre os antissoros,
dando uma idéia relativa de sua qualidade. No entanto, a deci-
sdo final sobre seu emprego foi determinada pela construgdo da
curva padrao. '

A sensibilidade baixa desses antissoros aliadda a concen-
tracdao baixa de proé-insulina circulante (19) nd3o permitiu seu
emprégo no radioimunoensaio para a medida deste precursor hor
monal em individuos normais, cujos niveis basais & da ordem de
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3 a 15 fmol/mf (5,6,7). Entretanto, eles podem ser empregados
no ensaio de amostras de pacientes portadores de insulinomas
(17) ou mesmo de hiperproinsulinemia familiar (7), que apre-
sentam niveis acima do limite de deteccao do radioimunoen -
saio.

Consequentemente, esquemas alternativos de imunizagao
devem ser experimentados para se otimizar a producao de antis
soros anti-pro-insulina, visando a obtencgdao de antissoros com
titulo e sensibilidade mais elevados.

Doses maiores do imundogeno podem ser avaliadas, pois ,
apesar de terem sido empregadas doses pequenas para certos hor
monios polipeptidicos(11) e até mesmo para pro-insulina (17) ,
alguns autores tém demonstrado que essas doses sao insufici-
entes para induzir a producido de antissoros anti-insulinicos
em cobaias sugerindo doses minimas de 250 a 500 pg (20 e 21).
Esquemas de imunizacdo envolvendo injecoes semanais de quan-
tidades grandes de imunogeno, emulsionado em adjuvante de
Freund, também sdo relatados (22). Nesse sentido Cohen e cols.
(5) obtiveram antissoros adequados para o radioimunoensaio de
pro-insulina em cobaias, realizando a imunizacao primaria com
100 uyg a 300 ug, em intervalos de 7 a 17 dias.

Outro procedimento a ser analisado é a interrupcao do
esquema de imunizagao dos animais por alguns meses anteceden-
do a ultima injecdo de reforgo, pois segundo os resultados ob
tidos por Hurn e Landon(2) no preparo de antissoros anti-insu
lina, esta pausa aumenta sua avidez. Alem disso, outros auto-
res também recomendam deixar um intervalo maior entre a ulti
ma imunizacao,quando se empregam cobaias (22).

Finalmente, poderiam ser produzidos anticorpos monoclo
nais contra pro-insulina para o estabelecimento de um ensaio
imunorradiametrico de dois focd, que de per si apresenta mai
or sensibilidade do que o proprio radioimunoensaio (23).
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Tabela | - Parametros dos radioimunoensaios de pro-insulina realizados com os

antissoros das cobaias ODT (diluicao final 1:750) e OP (diluicao
final 1:24.000).

ANTISSORO Bo* EDs g DMD SL
(%) (pmo£ /mf) (pmoL /md)

COBAIA ODT 37,13 1,90 0,49 1,47
COBAIA OP 56,35 2,98 1,03

v

*Bo - ligacao da dose zero.

Tabela 2 — Parametros dos radioimunoensaios de pro-insulina realizados com os

antissoros das cobaias ODT e SM (diluicao final 1:150), apos a
adsorcao contra insulina-Sepharose.

ANTISSORO Bo* EDsg DMD SL
(%) (pmof/mg) (pmof/mg)

COBAIA ODT 17,31 4,11 0,36 . 0,86
COBAIA sM 31,08 10,26 - 2,03 1,36

*Bo — ligacao da dose zero.

IMUNIZACOES

% LIGACAO

3
TEMPO(SEMANAS)

FIGURA 1- Ligacao do antissoro (diluido 100 vezes)ao tracador, ap6s a imuni

zacoes das diferentes cobaias: OP(e—e) ,0DT(@~~-®), SM(w——a) ¢
ODF (#e—K). As setas indicam o periodo das injecoes.

COMISSAD NAGION!! CE ENERGIA NUCLEAR/SP - IPEN
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Figura 2- Curvas de titulo dos antissoros das cobaias ODT (painel A), SM (pa
inel B) e OP(painel C), obtidos nas diversas sangrias que sucederam as imu—
nizacoes, indicadas pelos respectivos numeros. A curva do antissoro da coba-
ia SM obtido na 62 sangria superpos—se aquela referente a 42 sangria.

A linha pontilhada assinala o titulo dos antissoros.

% woagio

= S T —3
recienoco oa ouecko mwaL no:,'nunt.ono.
Figura 3- Avaliacao da sensibilidade dos antissoros das cobaias ODT (painel
A), SM (painel B) e OP (painel C) em curvas de titulo realizadas na ausen-
cia (linha continua) e na presenca (linha tracejada) de pro-insulina ndo

marcada. '
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RECIPROCO DA DILUICAG FINAL DOS ANTISSOROS

Figura 4- Avaliagao da especificidade dos antissoros das cobaias ODT (palnel
A), SM ( painel B) e OP (painel C) em curvas de titulo realizadas na . ausén-
cia (linha continua) e na presenca de insulina e de peptideo C nio marcados
(linhas tracejadas - - - e —e-a~, respectivamente); antes (painéis ‘superio-
res) e apos (paineis inferiores) a adsorcao dos anticorpos anti- 1nsu11na

% B/Bo : . ¢ [
80
60
“ z
20 5
0 : TR

NN 8 24 20 prol/nl

5 25 50 100 250 500 mU/I
CONCENTRACAQO

.Flgura 5~ Efeito da pro-insulina, peptldeo C e insulina na ligacao da 1251
pro-insulina ao antissoro gerado contra pro~insulina (cobaia ODT) e adsorvi
do contra 1nsu11na—sepharose

As concentracoes de pro-insulina (4_$) e de peptideo C  (e—aio
sao expressas em pmol/ml e a concentragao de insulina @—@) em mU/1.

Os resultados da curva padrao de pro-insulina estdo indicados na
tabela 2.
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