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PRODUGAO DB DUPLO ANTICORPO PARA RADIOIMUNOENSAIO
(ANTISSORO DE CARNEIRO ANTI-IgG DE COELHO)

8AN:.AA ROSA DA SILVA

RESUMO

Desde 1960 o radioimunocensaio (RIE) & uma das princi-
pais ferramentas empregadas nos laboratdrios de endocrinologia, sen-
do nos dias de hoje aplicado em diversas &reas da investigagdo bio-
médica e em anflises clinicas. Uma boa técnica de separagio do RIE &
essencial para desenvolver ensaios precisos e o método de separagio
pelo duplo anticorpo & um dos mais amplamente empregados, satisfa-
zendo a majoria dos critérios exigidos para o RIE. Entretanto, seu
custo elevado & sua principal desvantagem, o que implica muitas ve-
zes no emprego de técnicas menos onerosas, mas nio t%o eficientes.
Os duplos anticorpos existentes no mercado s&o importados por um
preco bastante elevado, da ordem de US$ 1750,00 FOB cada 500 ml.

Neste trabalho foi produzido em carneiros um segundo
anticorpo genuinamente nacional, contra a IgG de coelho, para ser
empregado em radioimunoensaios nos quais o primeiro anticorpo & ge-
rado em coelhos. Para esta produglo, inicialmente, a IgG do soro
de coelho foi isolada e purificada pela precipitagio com sulfate de
sb6dio, seguida de cromatografia de troca iénica em DEAE-celulose.

Foram obtidos 850 mg de 1gG altamente pura, suficientes para a imu-
nizac&o de centenas de carneiros para a produglo do duplo anticorpo
para RIE.

Quatro carneiros foram imunizados com 500 ug da IgG de




cocelho- purificada, emulsificada em Adjuvante Completo de Freiind e
administrada enm sitios mdltiplos, subcutl@neos. Essas injecgdes foram
repetidas con intervalo de 20 dias. Foram colhidas pequenas amostras
“de sangue (40 ml) pela veia jugular, 10 dias apés cada injecdo, para
a avaliag8o do titulo dos antissoros. A cada quatro imunizacgdes, fo-
ram realizagas, pela mesma via, sangrias maiores, sendo obtidos en
cada uma aproximadamente 500 ml de soro por animal. ApSs cada uma
dessas sangrias, os animais foram submetidos a periodos de descanso,
antes de serem novamente imunizados.

Os antissoros foram avaliados na separagiv do RIE de
tireotrofina humana, padronizado nos laboratérios do IPEN a partir
dos reagentes fornecidos pelo NIDDKD, E.U.A. Essas avaliacdes refe-
riram-se as determinagles de seu titulo e da concentracio ideal de
IgG carreadora, ao estudo de sua cinética de precipitacio e a con-
firmag8o da inexisténcia de reaglo cruzada com a IgG humana, em com-
parag8o com um antissoro de referéncia, produzido em cabras pela Pa-
dioassay System Laboratories (RSL), E.U.A.

Foram produzidos a partir dos quatro ovinos cerca de
3,6 1 de antissoro (soro de carneiro anti-IgG de coelho), que apre-
sentaram titulos e caracteristicas de precipitacdo muito similares
dquelas exibjdas pelo produto comercial importado, apresentando até,
titulos mais elevados. Apés anflise das condiglSes ideais de armaze-
namento desses antissoros, eles foram mantidos a -409C, em frascos
com 20 ml, tanto na forma sd congelada como também liofilizada, per-
fazendo um total de 180 frascos. Cumpre salientar que cada frasco de
100 ml do antissoro da RSL, custa cerca de US$ 420,00 FOB.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que criou-~
se experiéncia suficiente para a producio deste reagente bioldgico
do RIE, que poder8 ser efetuada integralmente no pais, em maior es-

cala e a custo rujito reduzido.



PRODUCTION OF DOUBLE ANTIBODY FOR RADIOIMMUNOASSAY
(SHEEP ANTI~RABBIT IgG ANTISERUNM)

SANDRA ROSA DA SILVA

ABSTRACT

Since the late 1960’s radioimmunocassay (RIA) has become
a major tool in endocrine laboritories, being now-a-days applied to
many diverse areas in biomedical investigation and clinical
diagnosis. A good RIA separation technique is essential to develop
precise assays and the double antibody separa*ion method is one of
the most widely employed, satisfying the majority of the criteria
required by the RIA. However, its high cost is its main
disadvantage, which leads to employ less expansive techniques, that
are not so efficient. The double antibody available in the market
is imported for an expensive price of the order of US$ 1750.00 FOB
each 500 ml.

It was produced in this work a second antibody (sheep
anti-rabbit IgG antiserum) to be used in RIAs in which the first
antibody is raised in rabbits. For this production, initially the
IgG was isolated from rabbit serum and purified by sodium sulphate
precipitation followed by ion exchange chromatography on DEAE-
cellulose. The result was 850 mg of highly purified IgG, enough for
the immunization of hundreds sheep for the production of the double
antibody for RIA.

Four sheep were immunized with 500 ug of purified
rabbit 1IgG, emulsified in Freund Complete Adjuvant and administered




by multisite subcutaneous injections. These injections were repeated
at 20-days intervals and blood samples (40 ml) were taken from the
jugular vein 10 days after the boosts for the evaluation of the
'antisera title. After each four boosts a greath bleeding was done by
the same route. Approximately 500 ml of serum were obtained in each
bleeding per animal. After these bleedings, the animals were
subjected to a rest period before being reimmunized. The antisera
were evaluated by the human thyrotrophin RIA developed at IPEN
laboratories employing reagents provided by NIDDKD, USA. These
evaluations referred to the determination of the éntisera title and
of the ideal concentration of carrier IgG, to the study of the
kinetic of precipitation and to the confirmation of the inexistent
cross-reactivity with human IgG, in comparison with a reference
antiserum of known precipitation characteristics
supplied by the Ra.ioassay System Laboratories (RSL), USA.

Approximately 3,6 1 of antiserum (sheep anti-rabbit IgG
serum) were produced from the four sheep, which presented title and
precipitation characteristcs very similar to those exhibited by the
imported commercial product, even presenting higher titles. After
the analysis of their ideal storage conuitions the antise;; were
kept at =-4082C in 20 vials, frozen or lyophilized ones, resulting in
a total of 180 vials. It should be emphasided that each 100 ml vial
of the RSL antiserum costs approximately US$ 420.00 FOB.

The results obtained in this work indicated that it was
created enough experience for the production of this biological
reagent for RIA, that could be done integrally in the country in

greater scale, and at a very reduced cost.
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1= INTRODUGAO

Os tracadores radioativos s8o amplamente empregados em
‘medicina nuclear in vivo ou in vitro. As técnicas que empregam ra-
diois6topos in vitro sfo muito importantes em anilises clinicas as
guais s&o utilizadas para a detecgdo de substancias existentes em
microquantidades no organismo, tais como hormdnios, virus, drogas,
vitaminas, antigenos tumorais e outras (10).

As bases desses ensaios foram enunciadas por Berson e Ya-
low a partir de 1957 (7) e culminaram com o desenvolvimento de um
radioimunocensaio (RIE) para a determinaclo de insulina no plasma hu-
mano em 1959 (81). A import&cia desse método reside, de um lado, em
permitir a dosagem de peguenas quantidades de determinada substan-
cia, da ordem de at& nano e picogramas, na presenga de elevadas con-
centragdes de muitas outras, como ocorre na corrente sanguinea e nos
extratos. Por outro lado, a determinac8o qualitativa das substéncias
é altamente especifica, decorrente do carfter imunolégico da reacgHo.

Portanto, as caracteristicas principais do RIE, sua sensi-
bilidade, especificidade e precisfo elevadas, aliadas a sua pratica-
bilidade para ensaiar convenientemente grande nGmero de amostras
biolbégicas permitiram seu r&pido desenvolvimento e seu amplo emprego
nos dltimos 30 anos.

Com a evoluglo dos imunoensaios, outros métodos baseados
nos principins do RIE foram desenvolvidos, visando aumentar sua sen-
sibilidade e pratiéabilidadc, tais como os ensaios imunorradiométri-
cos (IRMA) (2, SS), enzimaimunoensaio (EIA) (28, 29, 72) e fluorimu-
noensaio (FIA) (22, 82, €67, 77).

Segundo estimativa realizada no final da década de 80, nos

paises enm desenvolvimento, cerca de 500 hospitais, universidades e

—



laboratérios de anflises clinicas realizavam RIEs em alguma propor-
clo (€3).

Nos laboratérios clinicos nacionais, com raras excecgbes, a
.ixecuclo do RIE ainda depende da importac%o de seus reagentes biol6-
gicos, quer seja a granel ou na forma de conjuntos diagnésticos
("Kits"). Isto implica num 8nus adicional para o préprio paciente ou
mesmo para as institui¢des governamentais que fornecem subsidios pa-
ra a realizacio desses exames.

0 principio do RIE baseia-se na competicio entre determi-
nado antigeno marcado isotoricamente (tracador) e o mesmo antigeno
ndo marcado (padr&o ou desconhecido) pelos sitios de ligacio de seus
anticorpos especificos, formando um complexo antigeno-anticorpo
(Figura 1).

Como no sistema de RIE as quantidades de tracgador e de an-
ticorpo s8o mantidas constantes, constroem-se curvas de calibracdo
adicionando-se ao sistema quantidades vari&veis e conhecidas de an-
tigeno padrio. Conseqgilentemente, a proporgio de complexo radioativo
formado (antigeno marcado-anticorpo) & inversamente proporcional &
guantidade de antigeno n&o marcado.

Dessa forma, a concentragio de um determinado antigeno &
determinada em amostras de extratos ou fluidos biolSgicos (soro,
plasma, urina, etc.) pela leitura direta na curva de calibragdo, ob-
tida pela incubag8o simultinea das amostras e dos padrdes com o tra-
¢ador eo anticorpo especifico. Compara-se portanto, o efeito inibi-
tério do antigeno presente na amostra ensaiada na ligagio do traga-
dor ao anticorpo especifico, com o mesmo efeito inibitério dos pa-
drSes conhecidos.

Os elementos essenciais para a realizag8o de um RIE con-

sistem, portanto, no preparo do tragador e das solugdes padr8o, na



= Ag* - Ac

Ag* —+ Ac =

(Antigeno (Anticorpo (Complexo antigeno

marcado) especifico) marcado-anticorpo)

Ag (Antigeno n&o marcado
em solugdes padréo
conhecidas ou amos-

tras desconhecidas)

Ag - Ac

(Complexo antigeno n&o marcado-anticorpo)

Figura 1 - Reaglo de competicl3o gue caracteriza o radioimunoensaio.
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obtencio do antissoro especifico e na escolha de técnicas adequadas
para, ap6és o término da reagio, separar as fragles livre e ligada ao
anticorpo (10, 32).
’ A separacio & seguida pela determinaglo da radioatividade
de uma ou de ambas fracdes em contador de cintilagio adequado. A
partir das contagens obtidas constroe-se graficamente a curva dose x
resposta onde s%o lidos os valores da concentragio das amostras en-
saiadas pela comparagio de sua radiocatividade com a dos padrdes de
concentrac8o conhecida.

H& vérias formas de se tragar a curva padrio, uma delas &
a partir dos valores calcunlados das fragdes ligadas, em porcentual,
plotados contra as concentragdes do padr3o, conforme exemplificado
na Figura 2.

A majoria dos RIEs s&o similares na etapa inicial de incu-
bag&c do anticorpo com o antigeno marcado radioisotopicamente e com
o antigeno padr8o ou com a amostra desconhecida. Entretanto, eles
diferem no método utilizado na etapa final para a separagio do anti-
geno ligado ao anticorpo daguele livre, que & a principal fonte de
imprecisdo do RIE (43, 65, 70).

A seleg8o cuidadosa e a otimizagio da técnica de separagio
880 essenciais para o desenvolvimento de um ensaio preciso. Na esco-
lha da técnica a ser utilizada deve-se levar em consideracfo os cri-
térios de eficiéncia, praticabilidade e aplicacgfo geral.

A técnica de separacgfio escolhida deve separar completamen-
te as fragles ligada e livre., Uma frag8o livre pode comportar-se co-
mo ligada e dessa forma apresentar uma ligagio aparente na auséncia
do anticorpo, denominada ligag8o inespecifica (branco do ensaio).
Isto pode ser devido a apreensio do antigeno livre na frag8o comple-

xada, a adsorg8o do antigeno livre no tubo de ensaio, a impureza do
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Figura 2 - Curva dose X resposta para a determinacic de horménio
tireotréfico humano (hTSH) por radioimunoensaio:
deslocamento do tragador (hTsH-1251) ligado ao anticorpo

por concentragdes crescentes 4o hTSH humano.



tragador ou a separagio incompleta dessas duas fragdes durante a
centrifugagio ou decantagdo.

Da mesma forma, a frag&o ligada pode comportar-se como 1li-
‘Vre devido a separagio incompleta, a impurezas do tragador ou a in-
terferéncia da técnica de separagio na reaglo antigeno-anticorpo.

Erros de classificacio devidos a essas causas comprometem
a precisfo e a sensibilidade do ensajo. Qualquer diferenca sistemé&-
tica na classificag8o das fragdes ligada e livre entre os padrSes
também ir& aumentar a imprecisfo do ensaio (70).

Portanto, a técnica de separaglo ideal deve ser simples,
r&pida, reprodutivel, de baixo custo e empregar reagentes e equipa-
mentos de uso geral em laboratédrio, devendo ser aplicada a diferen-
tes volumes de reaclo, a ensaios de muitas amostras e principalmente
a ensajos de uma grande gama de antigenos. Além disso, essa técnica
ndo deve ser afetada pelo plasma ou soro e nfo dever& interferir com
a reaglo de ligacfo priméria, o que poderia ocasionar alteragbes na
precisfo e sensibilidade do ensaio (¢S).

As técnicas de separagfo exploram diferencas de massa mo-
lecular, carga, adsorg8o ou propriedades de solubilidade das duas
fragdes; precipitam especificamente o anticorpo e conseqlientemente a
fragio 1ligada ou a isolubilizam empregando anticorpos acoplados &
matrizes sbSlidas (10).

Nenhuma técnica & universalmente aplicivel a todos os
RIEs, devendo-se selecionar pela experimentaclo agquela que melhor se
adapta a cada substincia e a cada circunsténcia.

Dentre as técnicas atualmente disponiveis, as mais utili-
zadas 8850 o duplo anticorpo e os sistemas em fase sblida.

0 método de separacgfo de RIEs pelo duplo anticorpo foi de-

senvolvido no inicio da década de 60, em resposta a necessidade de
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se obter um procedimento para quantificar horménios protéicos, o
qual permitiria realizar um grande nGmero de determinacdes com pre-
cis8o e sensibilidade elevadas.
) Esse método se baseia no fato do primeiro anticorpo dispor
de sitios de ligag8o disponiveis para um segundo anticorpo, que &
espécie especifico. No RIE o complexo antigeno-anticorpo e o antige-
no livre s&o separados, adicionando-se um segundo anticorpo dirigido
contra a imunoglobulina d: espécie em que foi produzido o primeiro
anticorpo. Forma-se ento um imunocomplexo que pode ser facilmente
Jrecipitado por centrifugacfo (36, 76), (Figura 3).

Portanto, o0 duplo anticorpo é empregado para separar as
fragdes livre e ligada dos RIEs precipitando especificamente a fra-
c%0 ligada (65).

O primeiro trabalho cujos autores empregaram o duplo anti-
corpo para a separaclo das fragdes livre e ligada do RIE foi o de
Utiger e cols. (79) em 1962 no ensaio de GH. Esses autores se basea-
ram nos resultados obtidos por Skom e Talmage (74) que demonstraram,
em 1958, que a 1311.insulina se ligaria ao anticorpo anti-insulina
presente no soro de pacientes diabéticos que recebiam insulina ex6-
gena e que este complexo radiocativo poderia ser precipitado in vitro
quantitativamente por um anticorpo anti-gama globulina humana.

Desde ent&o, muitos autores tém produzido o segqundo anti-
corpo para ser empregado em RIEs de hormdnios (15, 18, 19, 34, 57,
79), imunoglobulinas (25) e virus (36). B

O antissoro precipitante, ou segundo anticorpo, & usual-
mente obtido em animais de grande porte (muares, ovinos ou capri-
nos), contra a iwunoglobulina ¢ (IgG) purificada proveniente da mes-
ma espécie animal que gerou o primeiro anticorpo. Desta maneira, o

mesmo segundo anticorpo pode ser empregado em ensaios que envolvam
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Figura 3 - Esquema demonstrando as bases teSricas do método de

separagao pelo duplo anticorpo.



diversos antigenos, sempre que os respectivos anticorpos tenham sido
obtidos em animais da mesma espécie.

A separacio pelo duplo anticorpo tem a grande vantagem de
'Eeparar completamente a fragfo ligada da livre sem alterar o equili-
brio da reaglo inicial antigeno-anticorpo, apresentando 1ligag&o
inespecifica baixa, pois ele requer somente o uso de um Gnico compo-
nente que & uma outra imunoglobulina. Além de poder ser utilizado
em diferentes ensaios, o duplo anticorpo pode ser aplicado a dife-
rentes volumes de incubac8o e a grande nimero de amostras satisfa-
zendo a maioria dos critérios de eficiéncia, praticabilidade e apli-
cag8o geral (54, 6€5).

A separac8io n8&o & afetada por variagds normais no teor
protéico das amostras biolSgicas, mas pode ser sensivel a interfe-
réncias dos complementos do soro ou plasma.

A otimizag8o do emprego do duplo anticorpo implica na ti-
tulag8io de um segundo anticorpo e requer a inclusfo de agentes que-~
lantes no ensaio para inativar os complementos que possam inibir a
reaglo de precipitag8o decorrente do segundo anticcrpo (16, 54).

A desvantagen principal da técnica do dunlo anticorpo & o
seu custo elevado (Tabela 1) o gque muitas vezes conduz ao emprego
de reagentes menos onerosos, mas que nio s&o t&o eficientes para a
separac8o dos RIEs.

Além disso, o tempo de incubagfo para a completa precipi-
tag8o da frag8o ligada do ensaio tanbém & uma de suas desvantagens,
mas Que pode ser minimizado com a associaq&o de um agente precipi-
tante, como por exemplo o polietilenoglicol (PEG) (38).

Pode-se concluir pelo supra exposto que a obtenglo do se-
gundo anticorpo para ¢ KiE em nosso meio & bastante desejdvel, visto
que os segundos anticorpos existentes no mercado serem em sua grande

—

maioria importados por um preco bastante elevado (Tabela 1).



Tabela t ~ Fornecedores do duplo enticorpo para radioimunoensalo o

. sous respectivos pregos
FORNECEDORES TIPO DE N2 DO CATALOGO PRECO GUANTIDADE DATA OE
TMUNESSORO (Uss) COTACXO
ICN Sionsedicals, Inc. Cabra anci-196 07-164487 1750.00 500 ] 1991
Diagnostics Division, de coelho
Carson, CA, U.S.A. Cabra anti-1g6 07-164617 2700.00 500 »l 1591
de cobaia
Sigma Cheaical Company Cabra anti-IgB R 0885 207.95 5000 tudbos 1993
St. Louis, N0, U.S.A. de coelho
Burro anti-Ig6 6 6267 287,95 5000 tubos 1993
de cabra
Catbiochea Cabra anti-1g6 539843 500.00 10.000 tubos 1989
San Diego, U.S.A. de coelho
Cabra anti-Ig6 343881 120.60 23 al 1989
de cohaia
Coelho anti-IgB 539864 250.00 2% 0l 1792
de crbra
Pe] Freez Biologicals Cabra anti-1g6 12890-2CC 4.0 20 1992

Arkansas, U.S.A.

de cohaia
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O presente trabalho tem por objetivo a produgdo local de
um segundo anticorpo anti-IgG de coelho, visando sua aplicagio nos
RIEs de diferentes antigenos em que os primeiros anticorpos tenham
‘sido gerados nessa mesma espécie animal.

Portanto, este trabalho tem por finalidade a obtengdo da
IgG de coelhos e a produgdo do soro imune em carneiros; a avaliagdo
das caracteristicas de precipitacfio do antissoro produzido, em com-
parac8o com um produtc comercial de gqualidade comprovada e a deter-

minac%o das condigSes ideais de armazenamento do referido antissoro.



12

2. MATERIAIS

2.1. MATERIAIS B BQUIPAMENTOS

- Agitador magnético com placa aguecedora, modelo 258, marca
Fanem, S&o0 Paulo.

- Agitador mec8nico do tipo "vortex", modelo 251, marca
Fanem, S&o Paulo.

- Autoclave, modelo 39.211, marca Lutz Ferrando, Sdo Paulo.

- Autoclave, modelo 103, marca Soc. Fabbe, S3o Paulo.

- Balanga analitica, modelo H20T, com precis8c de
0,01 mg, marca Mettler, Zurique, Suiga.

- Balanca semi-analitica, modelo P1000N, com precisdo de
0,1 g, marca Mettler, Zurique, Suicga.

- Banho termostatizado, modelo 111, marca Fanem, S&o Paulo.

- Banho termostatizado, modelo 102-5, marca Fanem, S8&o
Paulo.

- Bomba peristfltica, modelo 59-4698-01-AB, marca Pharmacia,
Uppsala, 3uécia.

- Bomba peristfltica, modelo 4912A, marca LKB, Estocolmo,
Suécia.

- Bomba peristiltica, modelo BP-100, marca Incibris, S&o
Paulo.

-)Capilares de vidro 25 ul, marca Clay Adams, New Jersey,
E.U.A.

- Centrifuga refrigerada automética, modelo Super
Speed RC-2B, marca Sorvall, Conecticut, E.U.A.

- Centrifuga refrigerada autom&tica, modelo Spin VI, marca

Incibré&s, S&%o0 Paulo.
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Centrifuga refrigerada automética, modeloc PR-2IEC, marca
International Equipament Company, Massachusetts, E.U.A.
Centrifuga de mesa, modelo H, wmarca International
Equipament Company, Massachusetts, E.U.A.

Coletor de (fragdes automitico, modelo Ultrorac 7000,
marca LKB, Estocolmo, Suécia.

Coletor de fragdes automi&tico, modelo Frac-100,
marca Pharmacia, Uppsala, Suécia.

Coletor de fragdes automStico, modelo Frac-200,
marca Pharmacia, Uppsala, Suécia.

Coluna cromatogréfica de vidro de 1,0 x 7,0 cm, construida
nas oficinas do IPEN-CNEN/SP, S&o Paulo.

Coluna cromatogr&fica de vidro de 2,5 x 25,0 cn, cons-
truida nas oficinas do IPEN-CNEN/SP, S&o Paulo.

Coluna cromatogr&fica de vidro de 2,5 x 45,0 cnm, cons-
truida nas oficinas do IPEN-CNEN/SP, S&o Paulo.

Contador gama, tipo pogo com cristal de NaI (Tl), modelo
4000, marca Beckman, Califérnia, E.U.A.

Contador gama, tipo po¢o com cristal de Nal (Tl1l), modelo
ANSR Gamma Counter, marca Abbott, Chicago, E.U.A.

Contador gama, tipo po¢o com cristal de NaI (T1l), modelo
1275, marca LKB, Estocolmo, Suécia.

Cuba para EGPA em disco de acrilico, marca Técnica
Permatrom, S&o Paulo.

Cuba para imunoeletroforese de acrilico, marca Técnica
Permatrom, S&o0 Pavlo.

Espectrofotémetro, modelo PMQ II, marca Carl Zeiss,
Oberkochen, Repiblica Federal da Alemanha.

Equipo para coleta de sangue, marca "IBAS-CBO" IndGstrias
CirGrgicas e Opticas §.A., 88&o Paulo.
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- Equipo para coleta de sangue Recalvet, Boehringer & Cia.
Ltda., S3o Paulo.

- Estufa, modelo 315 SE, marca Fanem, S0 Paulo.

- Estufa retilinea, modelo 315/5, marca Fanem, S3o Paulo.

- Estufa, modelo 119, marca Soc. Fabbe, S&o Paulo.

- Filtro com poros de 0,22 um de didmetro, marca Millipore,
Massachusetts, E.U.A.

- Membrana adesiva "Parafilm™, marca American National Can,
Greenwich, Inglaterra.

- Freezer de baixa temperatura (-202C), marca Prosdbécimo,
S3o Paulo.

- Freezer de baixa temperatura (-402C), marca Metalfrio, S8o
Paulo.

- Freezer de |ultra baixa temperatura (-80%C), marca
Interfrigo, S&o Paulo.

- Fonte de alta tensdo de 0 a 500 volts, marca Técnica
Permatron, 830 Paulo.

- Fonte de alta tensdo, modelo GPS 200/400, marca Pharmacia
Uppsala, Suécia.

- Fluxo laminar, modelo HLFS-12, marca Veco, S&o Paulo.

- Frasco de sangria de 250 e 500 ml, marca Frascolex, S#&o
Paulo.

- Frasco de penicilina de 50 ml, marca Frascolex, S&o Paulo.

- Impressora, modelo Emilia PC, marca Itautec, S&o Paulo.

- Impressora, modelo Laser Jet III, marca Hewlett Packard,
Minneapolis, E.U.A.

- L&minas para microscopia de 25 x 75 cm de dimensdes, marca
Perfecta, S8o Paulo.

- L&mpada fluorescente de 15 W, marca Philips, S&o Paulo.
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Liofilizador, modelo ST200K MK II, marca Edwards, West
Sussex, Inglaterra.

Membrana de ultrafiltragdo, Diaflo PM 30, marca Amicon,
Massachusets, E.U.A.

Microcomputador, modelo I-7000 PCxtII, marca Itautec, S&%o
Paulo.

Microcomputador, modelo AT-286, marca Samsung, Minnea-
polis, E.U.A.

Micropipetas de 10 ul, marca Dade, Flérida, E.U.A.
Peagdmetro, modelo B 374, marca Micronal, S&o Paulo.
Pipetas autom&ticas de vdrios volumes, marca Oxford,
Foster City, E.U.A.

Pipetas autom&ticas regul&veis de varios volumes, marca
Eppendorf, Hamburgo, Alemanha.

Pipetas autom&ticas regul&veis de varios volumes, marca
Gilson, Franca.

Pipetas tipo Pasteur, construidas nas oficinas do IPEN-
CNEN/SP, S&o Paulo, Brasil.

Pipetas sorolégicas e volumétricas de vérios volumes,
marca Pyrex, S3o Paulo.

Provetas de virios volumes, marca Pyrex, S3o Paulo.
Refrigeradores, marcas Prosdbécimo, Consul e Metalfrio, S&o
Paulo.

Repipetador automético, marca  Eppendorf, Hamburgo,
Alemanha.

Seringas descartéveis de 1 ml com agulha (25 x 8), marca
Ibras - CBO, S8o0 Paulo.

Seringas descartéveis de 20 ml com agulha (25 x 8), marca
Ibras - CBO, S&o Paulo.

Seringas de 10 ul, marca Hamilton, Reno, E.U.A,
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Suporte para filtros, marca Millipore, Massachussets,
E.U.A.

Tubos cilindricos de vidro de 5 x 110 mm, construidos nas
oficinas do IPEN-CNEN/SP, S&o Paulo.

Tubos de ensaio com fundo conico de 10 x 70 mm, marca
Vidrolabor, Sio Paulo.:

Tubos de ensajio de 10 x 75 mm, marca Vidrolabor, S&o
Paulo.

Tubos de ensaio de polipropileno, 12 x 75 mm, marca

Emtel, S&o Paulo.
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2.2. REAGENTES BIOLOGICOS -

- Adjuvante completo de Freund, Difco Laboratories, Detroit,
E.U.A.

= Adjuvante completo de Freund, preparado pela Dra. Etsuko
Ikeda de Carvalho no IPEN-CNEN/SP, S&o Paulo.

= Albumina bovina (AB) frac%o V em pbS, Sigma Chemical
Company (n2 A-8022), St. Louis, E.U.A.

= Albumina bovina frag8o V Ria Grade em p6, Sigma Chemical
Company (n® A-7888), St. Louis, E.U.A.

- Anticorpo anti-hTSH: NIDDKD-anti-hTSH-3 (AFP-C611818),
produzido em coelhos e obtido por doagfo do National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases
(NIDDKD), E.U.A.

- Gama globulina humana, Behringwerke AG (nt 0308-J),
Marburg, Alemanha e distribuida pela Hoechst do Brasil,
Rio de Janeiro.

- hTSH empregado para radioiodag8o: NIDDKD-hTSH-I6 e NIDDKD-
hTSH-I7 (AFP 8770-B), obtidos por doaglo do NIDDKD, E.U.A.

- Segundo anticorpo produzido em cabras, anti-gama globulina
de coelho, por Radiocassay System Laboratories -RSL- (Lote
2R2 MBC) e distribuido por ICN Biomedicals, 1Inc., Ca-
lifornia, E.U.A.

- Soro de carneiro anti-soro total de coelho, obtido_ por
doag80 da Dra. Maria Siqueira, Instituto Bioldgico,' s&o
Paulo.

- Mistura de soro humano de referéncia, estabelecida no
Laboratério de And&lises Clinicas da Faculdade de Farmécia
e Bioquimica da USP e obtida por doaglo do Dr. Mario
Hirata. -
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2.3. PRODUTOS Quimicos

- Acido tricloroacético, Merck, S%o Paulo.

- Acetato de sbdio, Merck, S&o Paulo.

- Acido acético glacial, Quimis, SZo Paulo.

- Acido cloridrico, P.A., Merck, Sio Paulo.

- Acido etilenodiaminotetraacético (EDTA), P.A. Carlo Erba,
S&o Paulo.

- Acrilamida 97%, Bio Rad, California, E.U.A.

- Agar Noble, Difco Laboratories, Detroit, E.U.A.

- Amido Schwartz 10B, Merck, S%o Paulo.

- Azida s&dica, Merck, S&o Paulo.

- Azul brilhante coomassie R250, Merck, S&o Paulo.

= Azul de bromofenol, Merck, S&o Paulo.

- Azul dextran 2000, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Suécia.

- Bicarbonato de s6dio, P.A., Carlo Erba, S8&o Paulo.

- Cloramina T, P.A., Merck, S&o Paulo.

-~ Cloramina T, P.A., Sigma Chemicals Company, St. Louis,
E.U.A..

- Cloreto de s&6dio, P.A., Grupo Quimica, Rio de Janeiro.

- Cloreto de s&dio, P.A., Merck, S&o Paulo.

- DEAE-celulose, Whatman, Maidstone, Inglaterra.

- Fosfato de potéssio monobésico e dib&sicq, P.A., Merck,
8&0 Paulo.

- Fosfato de sé6dio monob&sico e dib&sico, P.A., Merck, S&o
Paulo.

- Glicina, P.A., Merck, 8&o Paulo.

- Hidr6xido de sbédio, P.A., Carlo Erba, S&o Paulo.

e Todato Ada s8Aia. P.A.. Mareslk. R85a Pania.
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Metabissulfito de s&6dio, P.A., Merck, S&o Paulo.

Nal251 em hidréxido de sédio 0,1 N, New England Nuclear,
Boston, E.U.A..

Nal251 em hidréxido de sé6dic 0,1 N, Du Pont,
Massachusetts, E.U.A.

Nal251 em hidr6xido de sédio 0,1 N, Amersham International
plec, Buckinghamshire, Inglaterra.
N,N’-metileno-bis-acrilamida (Bis-acrilamida), P.A., Bio
Rad, California, E.U.A..

N,N,N’ N’=tetrametilenodiamina (TEMED), P.A. Bio Rad,
California, E.U.A..

Riboflavina, Roche, S&o Paulo.

Sacarose em cristais, P.A., Merck, S&o Paulo.

Sephadex G-100, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia.
Sephadex G-50 médio, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Suécia.

Sulfato de cobre, Merck, S&o Paulo.

Sulfato de sédio, Baker Analyzed’ Reagent, New Jersey,
E.U.A.

Tartarato de s6dio e potéssio, Merck, S&o Paulo.
Thimerosal, Queel, S&o0 Paulo.

Thimerosal, Sigma Chemicals Company, St. Louis, E.U.A..
Tris-hidroximetil-aminometano (TRIS), P.A., Merck, S8o

Paulo
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2.4. 80LUGOES -

2.4.1. B8OLUGOES EMPREGADAS MA OBTENCAO DA IgG DE COELHOS:
- Soluclo de hidr6xido de s6dio a 10%: 30 g em 300 ml
. de 8&gua destilada.

- Reativo de Biureto:
Sulfato de cobre pentahidratado........ccc....1,50 @
Tartarato de s6dio e pot&ssio tetrahidratado..6,00 g
Soluglo de hidréxido de sédio & 10%.........300,00 ml

Agua destilada g.B.P.ccvcserrccccncoccans ceese1,00 1

- Tamp8o fosfato de pot&ssio 0,1 M, pH 8,0:
Posfato de potéssio monobé&sico...ccvccveee...13,62 g
Hidr6xido de 86410...ccccccecceccccccscccecss.4,00 @
Agua destilada .8.P..ccceccccscsccrcccnnnesesl, 00 1

- Tamp8o fosfato de poté&ssio 0,01 M, pH 8,0:
Fosfato de potéssio monob&sico.......¢.0..0,1443 g
Fosfato de potéssio dib&sico.....cv00000...3,2999 g

Agua destilada ¢.8.P...ccceecccccccerersessl, 0000 1

- Sulfato de sb6dio a 18%: 18 g em 100 ml de &gua
destilada. |

- Soluclo (fisiol6gica: 9 g de cloreto de s6dioem 1 1
de &gua destilada.



21

2.4.2. BOLUGOES ENPREGADAS NA INUNOELETROFORESE E NA  IMUNODIFUSAO

- Solug8o de &cido clorfidrico 1 M: 9 ml do concentrado

em 100 ml de &gua destilada.

- Solug8o fisiolbgica a 0,9%: 9 g de cloreto de sédio
em 1 1 de Sgua destilada

- Tamp&o TRIS-acetato 0,113 M, pH 8,6:
TRIS.cossescsscssssccsrosescnsssenssssssnsnsssb,075 @
Acetado de s6dio trihidratado..cccccesecesees6,804 g
Acido cloridrico 1 M....cceceecececrecessessl3,300 ml

Agua destilada q.s.pt......"'...".......'I.l,ooo 1

- SolugSo de agar a 1%: 1 g de agar purificado em 100
ml de &gua destilada.

- Tampfo TRIS-acetato 0,06 M, pH 8,6: 600 ml de tamplo
TRIS-acetato 0,113 M, pH 8,6 em 1 1 de &gua
destilada.

- Solug8o de agar a 3%: 3 g de agar purificado em 100
ml de tamp&o TRIS-acetato 0,06 M, pH 8,6.

- Solug8o de agar a 3% em soluglo fisiolégica: 3 g de
agar purificado em 100 ml de solugio fisiolbgica.



- Solugdo corante:
Amido SChWartz 10B....ccceccscccccsnssnscesaas2,00 @
Acido acético glacial....c.veveeesnvceccesses50,00 ml

Agua destilada Q.8.P.cccccccccccscsnncassss.500,00 ml

- Solugdo descorante: 50 ml de &cido acético glacial em

1 1 de &gua destilada.
2.4.3. 80L0¢628 EMPREGADAS NA ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA:

- Acido clorfdrico 1 N: 9 ml do concentrado para 100 ml

de &gua destilada.

- Solugdo A, pH 8,9:
TRIS..ccoevceccoccsocsocvsssssssnssecrsacsneses’f,60 g
PEMED. ccoocececcscernsososncnoscsscssosscscsecncsene0d,23 ml
Lcido cloridrico 1 Ne.eeeccocoeooocococsoess 48,00 ml

Agua destilada g.8.Peecrcsteccecsccaccvsess 100,00 ml

- Solugldo C:
ACrilamida...0....-.......l......ooolooiooilbza,oo
Bis-acrilamida......0.......00.'.0........00000'74

Agua destilada Q.8.Peeccccccccccerscscccosessa100,00 ml

- Solugdo E:
Riboflavina...l'........l'.l..‘..-l"........l"oo 9

Agua de’tiladal..........CC.......OO‘..’...'IOO'OO '1
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= Soluglo F:
) sacarose...ll....ll..ll....l.................20'00 g

Agua destilada q-sopooooo.oooo..oooooooooooolOO'OO nl

- Soluglo para polimerizac&o (poliacrilamida a 7%):
SOIUGEOD A..vccerssscecocsccncscrosssssnsersinsal,00 ml
SOIUGEO C..cevevrevcnceccsccscavasscsoscssscsced, 00 Ml
SOlIUGHEO E..ccccsceosnssresnnssvrosssssscsecsssal,00 ml

Agua destiladaoooaooonaoooo.oootoooooaoo.aooo.‘,OO nl

- Tamp8o TRIS-glicina 0,4 M, pH 8,3:
TRIS.ecoeecresssscoasscccssscssccsassasascscessb,00 g
Glicina.....ccvcvvececceccoceccrccscsnseessa28,80 g
Agua destilada g.8.Peccccccccccecccccesseessa100,60 ml
Diluido 10 vezes em &gua destilada imediatamente

antes do uso.

- Solug8o de azul de bromofenol: 0,1 mg em 100 ml de

§gua destilada.
- TCA a 12,5%: 12,5 g em 100 ml de &gua destilada.

- Soluglo de "coomassie blue” a 0,2%:
"Coomassie Dlue”™ ....cccccvcecscevrsccesscsess 0,20 @
Etanol ...cceccescscccesccsersccscccnsercoses45,00 ml
Acido acético glacial .......ce0c00000000000.10,00 ml

‘wa d.'tilada q.'.pl oooao000000000.0000000.45'00 nl
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- Solug8So de "coomassie blue" a 0,05%: 10 ml da soluglo
de “coomassie blue” a 0,2% em 30 ml de &cido acético

a 7%.

- Soluc8o descorante (&cido acético glacial a 7%): 7 ml
de &cido acético glacial em 100 ml de &gua.

2.4.4. BOLUGOES ENPREGADAS MA RADIOIODAGAO DO hTSH:

- Fosfo-salina (tamplo fosfato de sb6dio 0,01 M, pH 7,6,
NaCl 0,15 M e thimerosal 0,01%):
Fosfato de s86dio monob&sico hidratado.........0,18
Fosfato de s6dio dib&sico dihidratado.........1,55
Cloreto de 86A10.cccceccccccccccncececccscccesed,50

Thimerosal.l............l.................... o'lo

= a au a W\

Agua d‘.tilada q...p..........................1'00

- Tamp&o fosfato de s&6dio 0,5 M, pH 7,4:
Fosfato de s6dio monob&sico monohidratado....12,97 ¢
Fosfato de s6dio dib&sico dodecahidratado...145,07 g

Agua d"tilada q..'p.....l....................1'00 1

- Tamp&o fosofato de sédio 0,05 M, pH 7,4:
Preparado a partir do tampfo fosfato de sédio 0,5 M,
PH 7,4 diluido 10 vezes em Agua destilada.




2.4.5. BOLUGAO EMPREGADA NA PURIFICAGAO DO hTSH RADIOIODADO

(cromatografia em BSephadex G-100):

- Tamp80 fosfato de s&6dio 0,05 M, pH 7,4 (conforme
preparado para radioiodac&o), contendo 0,1% de AB e
0,02% de azida sédica:
AB.cvioeciaceescocccsssossscsccnscccsssssanessesl, 00 g
Azida s6dica.....ccccteeecicccncerenieesesass0,20 g

Tamp&o fosfato de s6dio 0,05 M, pH 7,4 g.8.p..1,00 1

2.4.6. SOLUGOES EMPREGADAS NO RIE DE hTSH:

- Fosfo-salina conforme preparada para radioiodagéo.

- Soluc¢do de EDTA 0,1 M:
EWAO....................l.'........'........18'61 g

Posfo-salina.l.'.l..........................500'00 ml

- Fosfo-salina-EDTA (tampfo de ensaio):
EDTA 0,1 Mi.oococcscosonsonsnssasassassonseesl0,00 ml
Fosfo-salina g.8.P.cceeccceccrscccccssssnsess100,00 ml
Adicionado 1,00 ml de SCN A soluclo imediatamente

antes do uso.

2.4.7. 8OLUGOES EMNPREGADAS NA CARACTERIZAGAO DOS ANTISSOROS
PRODUZIDOS:

- Tamp8o de ensaio com SCN na diluiglo de 1:100:
Item 2.4.6.



- Tampio de ensajio com SCN na diluic3o de 1:200:
EDTA 0,1 M....ceeeeecccncccssasasasasscceesssl0,00 ml
FosSf0-8al1inA g.S.Peccccrccecessaccccscsccassal00,00 ml
Adicionando 0,50 ml de SCN & solugio imediatamente

antes do uso.

-~ Tamp&o de ensaio com SCN na diluig&o de 1:300:
EDTA 0,1 M...ccovecveecsscaccsoncssassnsassseal0,00 ml
Fosfo-salina g.S8.P.cccecccsccccccscscsncassa100,00 md
Adicionando 0,34 ml de SCN & solucio imediatamente

antes do uso.

-~ Tamp8o de ensaio com SCN na diluigio de 1:400:
EDTA 0,1 Meceeccerocsocsonvsoecsonsascsscsasesel0,00 ml
Fosfo-salina g.S.P.cceccsssvoccesrncscessesesl00,00 ml
Adicionando 0,25 ml de SCN & solucdo imediatamente

antes do uso.

- Tamp&o de ensaio com SCN na diluigdo de 1:500:
EDTA 0,1 M..c.coeoocoscscsonnssossscssssocssseal0,00 ml
Fosfo-salina g.S.pP.ccceecccecscscccscosvess.100,00 ml
Adicionando 0,20 ml de SCN & solug3o imediatamente

antes do uso,
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3 - METODOS

3.1. OBTENGAO DA IgG DE COELEOS

3.1.1. ANALISE DO BORO

Utilizou-se soro de coelhos Nova Zeladndia adultos, obtido
por sangria via punclo cardiaca de animais provenientes dos bioté-
rios do IPEN-CNEN/SP, Instituto Butantan (IB) e Instituto de Medici-
na Tropical de S&o Paulo (IMT).

A normalidade do soro empregado foi confirmada pela deter-
minag3o da concentrag8o de proteinas totais do soro procedente das
virias sangrias, pelo método de Gornall e cols. (33). Para tanto,
utilizou-se uma mistura de soro humano estabelecida como padr&o, com
concentragdo de 8,0 g%.

O principio do método baseia-se na capacidade das proteinas
reagirem com ifons clpricos em meio alcalino, formando um complexo de
coloragio violeta, cuja intensidade & diretamente proporcional A
concentracdo de proteina existente na amostra, detectével a 555 nm
(reag&o do Biureto).

A reacglo foi realizada em tubos de ensaio de vidro, com di-
mensSes de 10 mm x 75 mm, marcados com A (amostra), P (padr8o) e B
(branco), onde pipetou-se respectivamente, 50 ul de soro (A), 50 ul
do padrio (P) e 50 ul de fgua destilada (B). Em seguida, foram aq;-
cionados a cada um dos tubos 3,0 ml do reativo de Biureto e as amos-
tras foram homogeneizadas por inversdes repetidas do tubo de ensaio,
vedando-se as extremidades com membrana adesiva do tipo "Parafilm”.
Apés um tempo minimo de 15 minutos 4 temperatura ambiente, efetua-
ram-se as leituras espectrofotométricas a 555 nm, ajustando-se o ze-

ro do aparelho com O branco.
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A concentragio de proteinas totais, presente nas amostras,

foi obtida pela seguinte equagio:

----- x C = gramas de proteinas totais em 100 ml de soro.

onde:

A = Absorbincia da amostra
P = Absorbincia do padr&o
C = Concentrac8o do padrio (g$%)

3.1.2. PRECIPITAGAO DAS IMUNOGLOBULINAS SERICAS

As fragSes globulinicas foram separadas a partir de 800 ml
de soro pela precipitacfo com sulfato de s6dio (21). Realizou-se uma
primeira precipitacfo com sulfato de s6dio a 18%, permanecendo esta
soluglo a temperatura ambiente por 20 horas e por mais duas horas a
378C. A seguir, a soluglo foi submetida A& centrifugaglo a 650 G du-
rante 15 minutos a 49C, sendo o sobrenadante reservado e o precipi-
tado reconstituido com 320 ml de tamplo fosfato de potéssio 0,1 M,
pH 8,0.

Foi realizada uma segunda precipitacfo com sulfato de sédio
a 12%, sendo novamente o precipitado separado e reservado um segundo
sobrenadante. Este precipitado foi entfo reconstitufido com 160 ml do
mesmo tamp8o fosfato de potéssio e centrifugado nas mesmas condi-
¢Ses. O precipitado foi reservado e o sobrenadante foi reprecipitado

juntamente com os demais, com sulfato de sé6dio a 12% e centrifugado.

—



O sobrenadante foi desprezado e o precipitado, juntamente com aquele
reservado anteriormente, foi dialisado contra o mesmo tampd3o fosfato
de potéssio.

* ApbSs nova diflise contra tampdo fosfato de pot&ssio 0,01 M,
pH 8,0, concentrou-se o material por meio de membrana Diaflo PM 30

en sistema de ultrafiltracio Amicon.
3.1.3. PURIPICAGIO DA IgG

ApSs a precipitac3o das globulinas séricas, a fragcdo cor-
respondente a IgG foi entdo purificada por cromatografia de troca
idnica em dietil-aminoetil (DEAE) celulose (30).

Realizou-se uma cromatografia prévia, a partir de uma pe-
quena amostra do material (0,5 g), a fim de se avaliar o emprego de
unm lote de DEAE-celulose, armazenado por quase 20 anos nos laboraté-
rios do IPEN-CNEN/SP.

Para tanto, adicionou-se A& DEAE-celulose tamp&o fosfato de
poté&ssio 0,1 M, pH 8,0 sob agitacio, até a mistura resultante (celu-
lose e tamp3o) atingir o pH 8,0. ApSs a retirada das particulas fi-
nas com ajuda de bomba de v&cuo, a celulose foi lavada com tampdo
fosfato de pot&ssio 0,01 M, pH 8,0 e em seguida empacotada em coluna
de vidro de dimensdes de 7,0 cm de altura e 1,0 cm de diametro,
mantida sob refrigeracfio a 4%C.

A coluna foi equilibrada com cerca de 500 ml do mesmo tam-
p&o (fosfato de potéssio, empregando-se fluxo d; 45 ml/h. A amostra
foi eluida nesse mesmo tampio de equilibrio da coluna, empregando-se
fluxo de 60 ml/h, sendo coletadas fragdes de 1,7 ml cada.

A cromatografia foi acompanhada pela guantificag¢io da con-

centragio protéica das fragdes através de leitura espectrofotométri-
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ca no feixe de luz de 280 nm. O final da eluicio foi determinado pe-
la diminuic3o da absorbincia até aproximadamente o mesmo valor do
branco (tampdo de eluicdo).

’ Confirmada a adequagio do uso dessa celulose, realizou-se a
purificagcdo do restante do material empregando-se uma coluna de
maiores dimensdes, 25,0 cm de altura e 2,5 cm de didmetro e cole-
tando-se, nas mesmas condicdes descritas anteriormente, fragdes de 4
ml cada.

As fragdes relativas ao pico protéico foram reunidas e re-
precipitadas com sulfato de s6dio a 18%, permanecendo esta solugdo
por 24 horas a 3782C, antes do precipitado ser separado por centrifu-
gagio a 650 G, durante 15 minutos a temperatura ambiente. A fim de
se remover as impurezas que ainda pudessem estar presentes, o preci-
pitado foi lavado trés vezes consecutivas com uma solucgfio de sulfato
de sb6dio a 18% em &gua destilada, sendo cada lavagem sucedida por
centrifugagio nas mesmas condigdes. O material assim obtido foi ini-
cialmente dialisado contra &gua destilada para a retirada do sulfato
e a seguir contra solugfo fisiol6gica.

As solugbes de 1IgG, resultantes das duas purificagdes, fo-
ram reunidas e concentradas em membrana de di&lise envolvido por
Sephadex G-50 seco, a 49C. Foram realizadas diversas trocas do
Sephadex ao longo de 24 horas.

Depois de devidamente concentrada, a solug¢lo final de IgG
foi esterilizada, sodb fluxo laminar,ﬂgom filtro de poros de 0,22 u
de Adifimetro. Ainda sob fluxo laminar, ela foi dividida em aliquotas,
sendo armazenda em ampolas estéreis inicialmente a -208C por 6 me-
ses, que foram depois transferidas para -80%C.

A Figura 4 apresenta um diagrama dos procedimentos emprega-

dos no isolamento e purificaclo da 1gG de coelho.
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Figura 4 - Representaclo diagram&tica do isolamento e purificagfo da

IgG de coelho.
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3.1.4. DETERNINAGAO DA CONCENTRAGKO PROTEICA

A concentragio protéica foi avaliada pelc método do Biureto
'(33) durante as diferentes etapas de purificacio.

Para a reacgdo do Biureto adicionaram-se 0,95 ml de 4&gua
destilada e 1,50 ml de reativo de Biureto aos tubos de ensaio de vi-
dro, com dimensbdes de 10 x 75 mm, que continham 0,05 ml da amostra.
Apbs agitaclo por inversfo, os tubos foram mantidos a 379C por 30
ninutos. Em seguida, determinou-se a densidade &éptica a 555 nm,
ajustando-se o zero do aparelho com o branco (1,00 ml de &gua desti-
lada) acrescido do reativo de Biureto (1,5 ml).

A concentrac8o das proteinas totais na amostra, foi calcu-

lada empregando-se o seguinte fator:

0,07 D.O. 0,625 ug de proteina em 0,05 ml da amostra
onde:

D.O. = Densidade &ptica no comprimento de onda a 555 nm.
3.1.5. AVALIAGAO DA IgG

A IgG de coelhos assim obtida foi avaliada quanto A sua pu-
reza pela imunoeletroforese frente ao soro de carneiro anti-soro to-
tal de coelho (41). A pureza da IgG também foi verificada pela ele-
troforese em gel QP poliacrilamida (EGPA) a 7% desenvolvida de acor-

do com o método de Davis (20).



3.1.5.1. IMUNOELETROFORESE

Inicialmente, 1l&minas de microscopia de 25 x 75 mm de di-
'mensaes, foram recobertas com 1 ml de agar a 1% em gua destilada e
secas em estufa a 180°C. Apbs a secagem, 3 ml de agar 2 3% em tampao
TRIS-acetato 0,06 M, pH 8,6 foram distribuidos sobre as laminas j&
revestidas, sendo mantidas a 4°C por alguns segundos. Em seguida,
foi feita uma canaleta na regido mediana da lamina, com 1 mm de lar-
gura e 65 mm de comprimento e dois orificios de 1 mm de di&metro ca-
da, posicionados no centro da ladmina. Esses orificios foram dispos-
tos a uma disténcia de 4 mm da canaleta de forma que a mesma ficasse
entre os dois. O gel dos orificios e da canaleta foi retirado com o
auxilio de pipeta Pasteur acoplada a bomba de v&cuo.

Com o auxilio de capilares aplicou-se a 1g9G purificada no
orificio superior e preencheu-se o orificic inferior com soro de
coelho normal.

As l8minas foram entdao colocadas na cuba de imunoeletrofo-
rese e a corrida eletroforética foi desenvolvida em o tampdo TRIS~
acetato 0,113 M, pH 8,6, com corrente elétrica de 6 mA por lamina a
temperatura ambiente por 90 minutos. A seguir as laminas foram re-
tiradas da cuba e aplicado na canaleta, por meio de capilares, o so-
ro de carneiro anti-soro total de coelho,

Essas l13minas permaneceram em c&mara Gmida a 4°C por 48 ho-
ras e apbs esse periodo elas foram lavadas cerca de 10 vezes com 80-
lug8o salina e por mais 10 vezes com &gua destilada. Em seguida,
elas foram embrulhadas em papel-filtro Gmido e levadas para estufa a
180°C até secagem do papel. Essa operagio de secagem em papel-filtro
foi repetida e a seguir as ladminas foram levadas para a estufa sem

papel, onde permaneceram até a secagem completa do gel,
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Depois do gel estar seco, as l&minas foram coradas com so-
lugdo a base de amido Schwartz (negro) por 10 minutos e descoradas
com &cido acético glacial a 5%.

3.1.5.2. EGPA

Utilizaram-se tubos cilindricos de vidro de 5 mm de didme-
tro interno por 110 mm de comprimento, vedando-se uma das extremida-
des com membrana adesiva do tipo "Parafilm". Os tubos foram dispos-
tos em estante apropriada, de forma a serem mantidos na posigdo ver=-
tical.

A solugdo de polimerizagdo (poliacrilamida a 7%), foi
transferida com pipeta automdtica para os tubos, mantendo-se uma al-
tura uniforme de aproximadamente 9 cm em todos eles. Para evitar a
formagdo de menisco na extremidade superior dos géis, adicionaram-se
sobre a solugdo cerca de 100 ul de &gua destilada; de forma a asse-
gurar obtencdo de bandas perfeitamente horizontais na separagdo ele-
troforética.

A sequir, os tubos foram expostos a cerca de 7 cm de uma
lampada fluorescente de 15 Watts durante 45 minutos a 4°C, para per-
mitir a polimerizagdo do gel. Finda sua polimerizag3o, a &gua desti-
lada foi retirada com a ajuda de papel absorvente e as amostras fo-
ram aplicadas por meio de pipetas automiticas.

Adicionaram-se cerca de 30 ul da solugdo F para aumentar a
densidade das amostras e evitar sua mistura com o tamp&o de corrida
antes do inicio da eletroforese. Acrescentaram-se também 10 ul da
solucdo de azul de bromofenol para indicar o final da corrida (co-
rante tracador-CT). As amostras resultantes foram entdo homogeneiza-
das por inversdes repetidas do tubo cilindrico de vidro, vedando a

outra extremidade com "Parafilm”,
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ApSs a retirada do "Parafilm" de ambas as extremidades, os
tubos foram posicionados verticalmente na cuba eletroforética e com-
pletou-se o espago acima das amostras de cada tubo com tampdo TRIS-
‘blicina 0,4 M, pH 8,3. Esse mesmo tampio foi empregado para a corri-
da eletroforética.

A corrida foi efetuada com corrente anddica de 2 mA por gel
a 48C, sendo interrompida quando a banda do CT chegou até cerca de 3
cm da extremidade inferior do gel.

Finda a eletroforese, os géis foram removidos dos tubos de
vidro através de injecdo de &gua continua, empregando-se seringa
plastica com agulha de ago inoxid&vel, de modo a axsprender toda a
superficie do gel do tubo.

Em seguida, os géis foram colocados em TCA & 12,5% por 30
minutos para a precipitag3o das proteinas, corados com "coomassie

blue” a 0,05% e descorados com &cido &cetico glacial a 7%.
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3.2._OBTENGAO DO SBORO DE CARNEIRO ANTI-IgG DE COELHO

3.2.1. ANIMAIS

Para a produg¢do do soro imuno contra a IgG de coelho foram
utilizados quatro ovinos deslanados, cordeiros, machos, provenientes
do Instituto de Zootecnia da Secretaria de Agricultura de S3o Paulo
(I2SA-SP). Esses ovinos permaneceram alojados no Biotério de animais
de grande porte do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de S3o Paulo (USP) (Tabela 2). A Figura 5 apresenta a fotografia de
um desses animais, antes de se iniciar sua imunizagdo.

Ap6s um periodo de adaptacgdo de 15 dias, coletaram-se amos-
tras de sangue e de fezes dos ovinos para a realizagio de exames he-
matolégico e parasitolégico de fezes, na Faculdade de Medicina Vete-
rinfria e Zootecnia (FMVZ) da USP, a fim de se verificar o estado
geral de safide dos animais. Na Tabela 3 s3o exibidos os resultados
desses exames.

Dois animais (146 e 163), cujos exames acusaram resultados
positivos para nematbide (1050 ovos de Strongyloidea sp por grama de
fezes) e protozodrio (2950 oocistos de Coccidia) foram tratados com
vermifugo & base de sulfa e de albendazole. O albendazole & uma
droga pertencente ao grupo dos benzimidazoles, caracterizada por
apresentar alto indice terapéutico como um agente anti-helmintico
polivalente (3). Durante o tratamento, o animal 146 também apresen-
tou problemas nas vias aéreas superiores, sendo medicado com anti-
bibtico. Esses dois animais 86 foram submetidos & experimentagio
apbs terem se recuperado plenamente, o que foi confirmado por meio
de exames clinicos e laboratoriais.

A Tabela 4 exibe os resultados das dosagens de proteinas
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Tabela 2 - Identificag&c e procedéncia dos ovinos empregados na

produgdo do segundo anticorpo.

DD D D D M S Sl A L G oS G D G D S D D D D D D e D G G e o P D D G e Y D G G D G R G G e . S D G P e e

Cacau

Cacto

Dado

Debili .ado

146

163

249

285

Morada Nova

Morada Nova

Santa Inés

Santa Inés

Posto de Ovinos e Caprinos

de Itapetininga do IZSA/SP

Posto de Ovinos e Caprinos

de Itapetininga do IZSA/SP

Centro Estadual de Pesquisa
Aplicada em Sericicultura

do IZSA/SP

Centro Estadual de Pesquisa
Aplicada em Sericicultura

do IZSA/SP
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Figura 5 - Fotografia do ovino 163.
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Tabela 3 - Resultados dos exames hematolégico (proteinas totais,

albumina e hemograma) e parasitolégico de fezes dos

ovinos.
Animal ne 146 163 249 285
Exanes
PROTEINAS TOTAIS (g9%) 5,8 5,0 5,8 5,8
ALBUMINA (g%) 2,6 2,3 2,7 3,2

SERIE VERMELHA:

Hem&cias x 105/mm3 9,1 9,4 8,9 9,2
Hematrécrito (%) 33 33 31 34

Hemoglobina (g$%) 11,4 10,9 10,7 11,5
veM  (ud) 36,3 35,1 34,8 37,0
HCM  (yy) 12,5 11,6 12,0 12,5
CHCM (%) 34,5 33,1 34,5 33,8

SERIE LEUCOCITARIA:

Leucécitos x 103/.m3 9,1 4,3 5,9 6,0
Neutréfiolos:
segmentados (%) 62 34 39 54
Eosinbfilos (%) 5 1 1 1
Linfécitos (%) 33 57 54 43
Monécitos (%) 0 8 6 2
Coccidia (n® de oocisto) 2950 250 50 800
Strongyloidea sp (ovos/g) 660 1050 100 100

VCM = Volume corpuscular médio.
HCM = Hemoglobina corpuscular média.
CHCM = Concentragdo de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 4 - Resultados dos exames hematolégico (proteinas totais e
albumina) e parasitolédgico de fezes dos ovinos, apés

tratamento das verminoses.

Animais 146 163 : 249 285
Exames
momztos toms (@ 85 se ss o
ALBUMINA (g%) 3,0 2,6 2,7 3,2
Coccidia (n® de oocistos) 0 0 0 1]
Strongyloidea sp (ovos/g) O (o] 100 100
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totais e albumina dos quatro animais, cujos valores s&o compativeis
com o0 padrdo de normalidade para ovinos descrito na literatura (66).
Nessa tabela sdo também exibidos os resultados dos exames parasito-
'léqico de fezes desses animais em gue se observa a auséncia de oo-
cistos de Coccidia e a diminuigio significativa de ovos de Strongy-

loidea sp.
3.2.2. ESQUEMA DE INUNIZACAO

Os antissoros anti-IgG de coelho foram obtidos nos ovinos,
empregando-se a técnica de imunizagio baseada em injegSes mGltiplas
descrita por Vatukaitis e cols. (80). Os animais foram injetados
subcutaneamente com dois ml de uma emulsio formada por volumes
iguais de soluglo fisiolSgica contendo 500 ug da IgG de coelho e de
Adjuvante de Freilind Completo (AFC), distribuidos em 20 pontos da
regido paraesternal, rica em ganglios linf&ticos. A cada 20 dias es-
sas injegSes foram repetidas, sempre pr6ximas aos sitios em que foi
realizada a imunizag%o primiria.

Dez dias apés cada injeg8o0 de reforgo colheram-se amostras
de sangue de 40 ml pela veia jugular dos animais, para avaliagio do
titulo dos antissoros.

sangrias de volumes maiores foram efetuadas pela mesma via
a cada quatro injegSes de reforgo, compreendendo cerca de 1,5 1 enm
duas colheitas espacadas de trés dias. Essas colheitas foram reali-
zadas enm condi¢des estéreis, com o auxilio aé frascos & v&cuo de 500
ml e equipos para colheita de sangue. O sangue colhido foi mantido
por duas horas em banho a 378C e a seguir permaneceu a temperatura
anmbiente até a completa retraglo do codgulo. O soro foi separado sob

fluxo laminar, apbés centrifugacfo do sangue a 775 G durante 10 minu-
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tos a 42C em frascos estéreis. Os antissoros obtidos foram armazena-
dos em frascos estéreis a -40C.

Apbés cada uma dessas sangrias de grandes volumes, antes de
.Qeren reimunizados, os animais permaneceram em descanso durante 70
dias na primeira vez e por 140 dias na segunda.

Logo apb6s a sangria que sucedeu a quinta injeglo de refor-
¢o, o ovino 146 apresentou um cflculo uretral. Esse c&lculo foi ex-
traido por meio de intervenglo cirGrgica com remogio do apéndice
vermiforme, no Hospital Veterin&rio da FMVZUSP. Consequentemente,
durante o perfodo em que esteve enfermo este animal n3o recebeu
aquela que corresponderia 2 sexta injecdio de reforgo.

Depois de completamente recuperado & que foi submetido no-
vamente A experimentag3o. Entretanto, apés a sangria que sucedeu a
nona injeg3o de reforgo, ele apresentou recidiva de urolitiase. Des-
ta feita, devido a sua localizac3o, o c&lculo urin&rio necessitou
ser removido por uma segunda intervengdo cirfirgica, uretrocistotomia
e castragio do animal. Por causa da sequela do préprio procedimento
cirirgico, este ovino deixou de ser experimentado.

Durante o segundo perfodo de descanso, o ovino 285 também
apresentou urolitiase, porér, com ruptura de bexiga e colegdo de
urina a nivel de subcutdneo na porcio ventral do abddmen e membros
pélvicos. Por indicagdo do médico veterinirio o animal foi sacrifi-
cado, ocasifio em que foram colhidos 1,5 1 de sangue da veia jugular.

Nesse mesmo periodo, o ovino 249 veio subtamente a ébito,
n8o sendo possivel colher seu sangue ¢ nem realizar a autbdpsia para
a determinagio da causa morte. Devido esse incidente, foram repeti-
dos os exames hematolégico e parasitolégico de fezes nos ovinos re-
manescentes, cujos resultados, dentro do padr8o de normalidade para

a espécie (Tabela 5), indicaram nfo haver nenhum processo infeccioso



Tabela 5 - Resultados

dos

exames hematolégico

a3

(hemograma) e

parasitolégico de fezes dos ovinos 146 e 163.

VCM = Volume corpuscular médio.
HCM = Hemoglobina corpuscular média.
CHCM = Concentrag8o de hemoglobina corpuscular média.

Animal n¢ 146 163
- Exames
SERIE VERMELHA:
Hem&cias x 10%/mm3 11,9 13,3
Hematrécrito (%) 34,0 45,0
Hemoglobina (g¥%) 12,0 16,2
veM  (ud) 28,6 33,8
HCM (YY) 10,1 12,2
CHCM (%) 35,0 36,0
SERIE LEUCOCITARIA:
LeucScitos x 103 /um 5,2 5,1
Neutrdéfiolos:
segmentados (%) 38,0 72,0
bastonetes (%) 0 1,0
Eosinbéfilos (%) 8,0 5,0
Bas6filos (%) 1,0 0
Linfécitos (%) 50,0 19,0
Monécitos (%) 3,0 3,0
Coccidia (nt® de oocisto) 0 0
Strongyloidea sp (ovos/g) 0 0
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e contagioso e nem parasitiric que pudesse ter sido transmitido pelo
ovino 249.

Até o aparecimento do primeiro c&lculo no ovino 146, todos
‘os animais estavam sendo alimentados exclusivamente com ragdo. Como
o excesso de carboidratos da ragdo poderia ter desencadeado este
problema, passou-se a oferecer capim juntamente com a ragdo. A par-
ﬁir do sequndo perfodo de descanso o capim constituiu a Gnica fonte
de alimento dos animais. Quando o capim nd3o era disponivel acrescen-
tava-se cloreto de amdénia A rac3io (200 mg/Kg do animal), a fim de

acidificar a urina para impedir a formagio de cristais.
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3.3. AVALIAGAO DOS ANTISSOROS8 DE CARNEIRO ANTI-IGG DE COELHO

Os antissoros obtidos nos carneiros contra a IgG de coelho
.foram sempre avaliados em comparagio com um segundo anticorpo para
RIE de qualidade conhecida, produzido em cabras pela Radioassay Sys-
tems Laboratories (RSL), EUA. Essas avaliagdes referem-se a determi-
nagio de seu titulo, da concentracgdo ideal de IgG carreadora, estudo
da cinética de precipitacdo e confirmagdo da inexisténcia de reagdo

cruzada com a IgG humana.

3.3.1. DETERMINAGAO DO TITULO DOS ANTISSOROS

O titulo dos antissoros provenientes das diferentes san-
grias foi determinado em comparag3o com agquele da RSL num sistema de
RIE de tireotrofina humana (hTSH), conforme descrito adiante no item
3.3.1.1.

O titulo dos antissoros produzidos pelo ovino 285 também
fol estimado pela imunodifusdo, segundo o método de Ouchterlony
(62), relatado adiante no item 3.3.1.2. Calculou-se a correlagdo li-
near entre esses valores quando estimados por uma ou outra técnica,

a fim de confirmar o paralelismo entre esses resultados.

3,3.1.1, RADIOIMUNOENSAIO DO hTSH

O RIE, desenvolvido por Borghi e Bartolini (12) a partir
do emprego de polietilenoglicol para a separaglo do ensaio, foi
adaptado para o método do duplo anticorpo, seguindo as especifica-

¢8es do uso do anticorpo da RSL.
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Para tanto, adicionou-se 1% de soro de coelho normal no
tampdo de ensaio, correspondendo a uma quantidade de IgG carreadora
de 0,016% (48), acima daquela minima recomendada pela RSL de 0,005%.
}mPregou-se 0,1 ml do segundo anticorpo e incubag@o por 90 minutos a
temperatura ambiente, sendo o tempo minimo de incubag3o recomendado
pela RSL de 1 hora a essa mesma temperatura.

Empregaram-se na realizacd3o do RIE os reagentes biolbégicos
fornecidos pelo NIDDKD especificados no item 2.2.

A fim de determinar o titulo dos antissoros provenientes
das diversas sangrias dos animais, realizou-se o RIE de hTSH incu-
bando-se por 24 horas a 42C: 0,1 ml de tamp3o de ensajo, 0,1 ml do
primeiro anticorpo na diluicdo que liga aproximadamente 50% do anti-
geno marcado (item 3.3.1.1.2.) e 0,1 ml do tragador (item
3.3.1.1.1.). O tragador foi empregado na diluigdo estabelecida para
obter atividade em torno de 10.000 cpm por tubo, quando da determi-
nag3o da &tima diluigio do primeiro anticorpo.

As amostras foram incubadas em quadruplicata, em tubos de
polipropileno, para cada uma das diluigdes do segundo anticorpo.
Também foram incubadas as amostras referentes a ligac8o inespecifi-
ca, nas quais o primeiro anticorpo foi substituido por igual volume
do tampfo de ensaio.

A separacio fol efetuada adicionando-se o segqundo anticorpo
nas seguintes diluigdes, realizadas no mesmo tampdo de ensajo: 1:2,
1:4, 1:8, 1:16 e 1:32. As amostras foram incubadas por mais 90 minu-
tos a temperatura ambiente e apés a adigfo de 2 ml de &gua destila-
da, elas foram homogeneizadas em "vértex" e centrifugada a 4¢C, du-
rante 15 minutos a 1200 G. Os sobrenadantes foram descartados, ver-
tendo-se os tubos, e as atividades foram determinadas em contador de

radiac8o gama.
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0s resultados do ensaio foram estimados a partir dos dados
obtidos na determinag3o da radioatividade das amostras presentes nos
tubos de polipropileno, antes (contagem - média de 10 amostras) e
l;pbs a precipitagdo das fragdes ligadas ao sequndo anticorpo.

Determinou-se, portanto, a percentagem de ligag3o do traga-
dor (1251-hTSH) ao seu anticorpo especifico (anti-hTSH), precipitado
pela técnica do duplo anticorpo, para cada replicata das diferentes
amostras com referéncia a contagem total (B/T), segundo a relagdo

abaixo:

cpm apSs a precipitagdo
% de ligagdo = ==-—--mrcmmccccrcccmccn e X 100
cpm antes da precipitacdo

Foram calculados a média e o desvio padr3o (DP) dos valores
das 1ligagdes de cada amostra, aceitando-se valores de replicatas
compreendidos entre dois DP. Esses valores foram corrigidos pela
subtracido dagueles referentes a ligagio inespecifica.

As curvas de titulo foram tragadas em papel milimetrado,
relacionando as percentagens de ligagio com as respectivas diluigdes
do segundo anticorpo. A partir dessas curvas estabeleceu-se o titulo
dos antissoros, que forneceu uma precipitaglo mé&xima da fragio liga-
da do ensajio, numa regifo de platd (ligac3o antigeno marcado-primei~

ro anticorpo em torno de 50%).
3.3.1.12,1. PREPARO DO TRAGADOR
O tragador foi preparado a partir do hTSH-16 e hTSH-I7 al-

tamente purificados, fornecidos pelo NIDDKD na forma liofilizada pa-

ra serem utilizados com esta finalidade. Estas prepara¢les apresen-
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tavam respectivamente poténcia radioimunolégica de 6,6 UI/mg e 6,7
UIl/mg para o hTSH-I6 e hTSH-17, com relag3o ao padr3o internacional
estabelecido pela Organizagio Mundial de SaGde em 1969 (WHO hTSH
INT. STD. 68/38).

As contaminagdes, determinadas por RIE, foram 29 IU/mg
(hTSH-I6) e 163 IU/mg (hTSH-I7) para o FSH e 500 IU/mg (hTSH-1I6) e

238 IU/mg (hTSH-17) para o LH (42).
3.3.1.,1.1.1. TECNICA DE IODAGCAO DO hTSH

O hTSH foi iodado pelo método de Hunter e Greenwood (44),
modificado no que diz respeito a concentrag3o dos reagentes, empre-
gando-se 1251 na forma de iodeto de s6dio, livre de carreador e de
agentes redutores.

As radioiodagdes foram realizadas em capela e a temperatura
ambiente, observando-se as devidas precaugdes na manipulagfo do ma-
terial radioativo.

A um tubo de ensaio de vidro, com fundo cénico, de dimen-
s8es de 12 x 75 mm, que continha 40 ul de tamp&o fosfato de sb&dio
0,5 M, pH 7,4, adicionaram-se sucessivamente:

a - hTSH: 10 ul da solugdo de concentragio de 0,5 mg/ml.

b - Nal2571; 29,6 HBq1 (800 uciz) em volume varidvel de

acordo com a atividade especifica de cada partida.

c - Cloramina T: 10 ul da solugdo de concentragdo de 5

mg/ml.

d - Metabissulfito de s6dio: 20 ul da solug8o de con-

centracio de 10 mg/ml.
1 - MBq = mega Bequerel = 106 desintegragdes por segundo.

2 - uci = micro Currie = 3,7 x 104 desintegragdes por segundo.
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f - Azul -dextran: 1 mnml da solugio de concentragio de 2
mg/ml.
e - Iodeto de potdssio: 200 ul da solucdo de concentragdo

de 1 mg/ml.

O hTSH foi dissolvido em solucdo fosfo-salina, enquanto que
o8 reagentes dos itens ¢ e d foram dissolvidos em tampdo fosfato de
s6dio 0,05 M, pH 7,4 e aqueles dos Gltimos itens foram dissolvidos
nesse mesmo tamp&o, contendo 0,1% de AB e 0,02% de azida sédica.

Essas solu¢des foram adicionadas sob agitag8o moderada e
continua com o auxilio de um microim3 e sobre agitador magnético. O
tempo transcorrido entre a adigiio do agente oxidante (cloramina T) e
o agente redutor (metabissulfito de s6dio) foi de 30 segundos.

Finda a reacgdo, foram retiradas trés aliquotas de 10 ul ca-
da, a fim de se estimar a atividade total Ja marcac¢lo, procedendo-se
a seqguir a purificag3o do restante da mistura de reagdo.

Essas aliquotas foram dilufdas 100 vezes no tamp. o de elui-
¢80 da purificagfo. De cada uma delas foram retiradas em duplicata
outras aliquotas de 10 ul que tiveram suas atividades determinadas,
juntamente com as respectivas ponteiras.

O tubo de marcag8o e as ponteiras, usados para retirada das
aliquotas e para aplicag8o da amostra & coluna de purificag¢fo, tam-
bém tiveram suas atividades determinadas a fim de se estimar a recu-
peragio da purificagso.

A porcentagem dessa recuperacgio (RP) foi obtida pela fé6rmu-

la sequinte:
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onde: -

T = Somatéria das contagens de todas as fracdes coletadas na
purificagdo, multiplicadas pelos respectivos fatores de
diluic3o. Esses fatores s3o obtidos pela relag3o entre o volume
total de cada fracio (em torno de 2 ml) e o volume da aligquota
estimada (0,01 ml), (item 3.3.1.1.1.2.).

A = Atividade aplicada 2 coluna, expressa em cpm, calculada pela

seguinte fbérmula:
A=A" X VA/VT -D

onde:

Vp = Volume da mistura de reagdo aplicado & coluna.

Vp = Volume total da mistura de marcagdo.

D = Somatéria das contagens do tubo da marcac3io e das ponteiras,
utilizadas para retirada das trés aliquotas e para aplicagdo da
amostra 4 coluna.

A’ = Atividade total da marcagio, expressa em cpm; calculada pela

sequinte f4rmula:

A’ = C X 100 x Vq/Vg + P x 100
na qual:
C = Contagem média das trés aliquotas de 10 ul (diluidas
100 vezes), estimadas em duplicata.
Vo = Volume total da mistura de reagdo.
VR = Volume das aliquotas retiradas da mistura de reaglo (10
ul).
P = Somatéria das contagens das ponteiras, utilizadas para
retirada das aliquotas dilufdas, que apresentaram um

valor major do que 10% do valor de C.
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3.3.1.1.1.2. PURIPICAGRO DO hTSH RADIOIODADO (1251-nTsd)-

A purificagdo do 1257-nTsSH foi realizada por cromatografia
‘de exclus3o molecular em gel de Sephadex G-100 (71).

O gel previamente intumescido com &gua destilada durante
aproximadamente 6 horas a 90¢C, foi lavado varias vezes com tampdo
fosfato de sbdio 0,05 M, pH 7,4 e em seguida empacotado em coluna de
vidro de dimensdes de 45 cm de altura e 2 cm de didmetro, mantida
sob refrigeraclio a 49C.

A coluna foi lavada com o mesmo tampd3o fosfato de sédio
contendo 0,1% de AB e 0,02% de azida s&dica (tampio de eluigdo), em
quantidade correspcndente a cerca de duas vezes 0 seu volume.

A nmistura da reag3o foi aplicada & coluna, lavando-se duas
vezes © tubo de marcagio com o tampdo de eluigSo (0,4 ml por vez).

Coletaram-se 120 fragdes de 2 ml cada, sob fluxo de 12 ml/h
em sistema refrigerado a 48C, a fim de se prevenir a desnaturagfo da
molécula protéica pela temperatura.

Retirou-se de cada fragfo uma aliquota de 10 ul. Essas ali-
quotas, colocadas individualmente em :cones de pa_.el aluminio, tive-
ram sua radioatividade determinada em contador gama. A eficiéncia
dos cvontadores, determinada pela técnica descrita por Horrocks (39),
foi de aproximadamente 80% com excessfo do contador da Abbot que
apresentava eficiéncia de 65% estabelecida pelo seu fabricante (1).

A partir das contagens obtidas tragou-se o cromatograma da
purificacSo em esca’'a linear, relacionando-se a radioatividade, ex-
pressa em cpm, com o nGmero da fragio.

Procedeu~se, a seguir, a identificacglo dos picos revelados
no cromatograma, excetuando-se aquele do 1251 livre, que por ter me-
nor massa & a Gltima substincia a ser eluida da coluna de purifica-

c8o.
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Esses picos tiveram os valores de seus coeficientes de dis-

tribuigio (Kd) determinados através da f6rmula seguinte (71):

onde:

Vr = Volume de retencdo, correspondente ao volume de eluente gque
carrega as moléculas da substancia examinada através da coluna,

Vo = Volume intersticial, medido pelo volume de eluigio do azul
dextran,

Vt = Volume total da fase mével, medido pelo volume de eluigio do
1257

As fragdes correspondentes ao pico do hTSH radioiodado, re-
conhecido pelo seu Kd, foram reunidas, separadas em aliquotas de 0,5
ml. Elas foram estocadas a -20°C para serem empregadas como traga-
dor, por um perfodo de até 90 dias.

Todos os tragadores foram diluidos em tampfo fosfo-salina,
imediatamente antes de seu emprego, a fim de se obter 10.000 cpm em

cada 100 ul.
3.3.1.1.1.3, CALCULO DA ATIVIDADE zsrzctr;pn DO TRAGADOR
A atividade especifica (AE) do 1251-hTSH, expressa em

Bg/ug, foi estimada a partir do rendimento da marcag&o (27), empre-

gando-se a férmula seguinte:
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onde:

M = Massa do hormdnio radioiodado (5 ug).

A" = Atividade do 1251 efetivamente utilizada, calculada a partir da
atividade total da marcag8oc (conforme descrita anteriormente no
item 3.3.1.1.1.1.), expressa em cpm e transformada em uCi,
considerando:
~ A eficiéncia do contador gama, dada pela relagic cpm/dpm

(desintegrag¢do por minuto).
= A equivaléncia entre 37 KBq (1 uCi) e 2.220.000 dpnm.
R = Rendimento percentual da marca¢io, calculado pela férmula se-

guinte:

na qual:
H* = Somatéria das contagens das fragdes correspondentes ao pico do
1251-nrsH.

T = Somatéria das contagens de todas as fragdes coletadas.
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3.3.1.1.2. DETERNINAGKO DA OTIMA DILUIGAO DO PRIMEIRO ANTICORPO

Empregou-se o antissoro anti-hTSH - 3 fornecido pelo NIDDKD

que apresentava as percentagens de reag3o cruzada especificadas

abaixo, com os seguintes horménios hipofisirios (42):

hTsH.....Ollo.l.c.o.I.OOo...oooo.o.l.'.o.l.ooo....o..o.o....loo,oooo
hmta LPH..-...o....uo...............o..o..o..oo......o.... 1'5935
hPsﬂ.'i.......too-..o.-l.oO..o...a....ootoo.o..ool...o.o.t.. 1'0271

hpm‘........l....-...................'.'......'...'.......... 0'6337

hm..o.t.oo.o...00.0'0......o.'......-oooo.'.o.oo.loooa'-..l 0'5913

hGHa.o.o.'.-'oo..o.o.'.....Ot.o..lo....'oo...o.o..0...;..'.. 0'0332
vasopressina..'............'.................I.......Q‘..... 0'0039

Mm“o.o....t0..0'0'0".'0...'...t....o'...l.o..li.o.o.'...t 0,0021

Cada frasco recebido, contendo 1 ml de antissoro com titulo
de 1:200 (dilufdo em solucdo fosfo-salina contendo 2% de SNC), era
redilufido 10 vezes nessa mesma solugio e separado em aliq tas de
500 ul, mantidas a -20°C,.

0 titulo ideal do antissoro anti~hTSH empregado nos ensaios
foi aquele que permitiu uma ligacgfo especifica de 50% do tracador na
auséncia de hTSH "frio" (10).

Esse titulo foi determinado para cada tragador incubando-se
durante 24 hqras a 4°C, 0,1 ml do tampio de ensaio (item 2.4.6.) com
0,1 ml do iésI-hTSH (com atividade fixa em torno de 10.000 cpm) e
0,1 ml do antissoro nas seguintes diluigdes: 1:20.000, 1:200.000,
1:400.000, 1:800.000, 1:1.600.000 e 1:3.200.000.

Tanto as diluigdes do tragador quanto aquelas do primeiro
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anticorpo foram realizadas no mesmo tamp3oc de ensaio. Foram também
incubadas amostras que estimaram a ligag3io inespecifica, substituin-
do-se o volume do antissoro pelo mesmo volume de tampdo de ensaio.

: Os ensaios foram realizados em quadrupicata em tubos de po-
lipropileno. Os tracadores livres foram separados daqueles ligados
ao anticorpo empregando-se o método de separag3o por imunoprecipita-
¢80 com o segundo anticorpo comercial importado, produzido por RSL.

A separaglo foi feita adicionando-se 0,1 ml de segundo an-
ticorpo na diluigdo recomendada pelo fabricante de 1:5 e incubando-
se por mais 90 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as fra-
¢des 1livre e ligada ao anticorpo foram separadas e a porcentagem de
ligagdo das amostras estimada como descrito no item 3.3.1.1.

A partir dos resultados obtidos, tragou-se a curva de titu-
lo do antissoro em papel semi-log, relacionando-se os valores da
percentagem de ligag8io com aqueles da diluig¢3o do antissoro. Deter-
minou-se, pela leitura direta na curva, a diluigio do antissoro que

forneceu 50% de ligagio com o tragador.
3.3.1.2. IMUNODIFUSAO PELO METODO DE OUCETERLONY

A imunodifus8o (62) foi empregada para determinar o titulo
dos antissoros em comparagdo com a técnica de RIE. Essa andlise com-
parativa foi realizada com o antissoro obtido do ovino 285 nas oito
saqgrias a que foi submetido.

- Para a realizagio da imunodifus8o, oito la&minas de micros-
copia com dimensSes de 25 cm X 75 cm, foram inicialmente revestidas
com 1 ml de agar a 1% em &gua e secas em estufa a 180°C. Apbs a se-
cagem, 3 ml de agar a 2% em solugio fisioldégica foram distribuidos

sobre as l&minas, sendo entdo mantidas por alguns segundos no conge-
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lador. Em sequida, com o auxilio de um molde, foram cavadas duas
rosetas no gel, sobre uma mesma lamina. Cada uma delas era formada
por seis orificios, de 2 mm de didmetro, dispostos isometricamente a
'hma distancia de 1 cm de um orificio central, de igual dimens3o.

O antigeno (IgG de coelho purificada) foi colocado no ori-
ficio central de ambas rosetas, na concentracg3o de 0,5 mg/ml, en-
quanto que o antissoro foi distribuido nos orificios periféricos nas
Qiluigdes seriadas de 1:1 a 1:32 na roseta da esquerda e diluido a
1:64 a 1:256 naquela da direta.

As laminas permaneceram a 4°C por 48 horas em camara Gmida,
apés o que foram lavadas 10 vezes com solugdo fisioldbgica e por mais
10 vezes com &gua destilada. Em seguida, elas foram secas, coradas e
descoradas conforme descrito anterjormente no item 3.1.5.1.

Apés a descoloragio, as bandas contendo os complexos imunes
puderam ser evidenciadas. iroram estimados os titulos correspondentes
a maior diluigSo, que apresentou uma linha de precipitacio uniforme.

Em cada uma das laminas avaliou-se o titulo do antissoro

obtido numa das oito sangrias do ovino 285.

3.3.2. DETERMINAGAO DA LIGAGAO INESPECIFICA DO RIE

Os valores das ligagdes inespecificas fornecidas pelos an-
ticorpos produzidos neste trabalho, foram comparados com aguelas do
anticorpo comercial.

Para tanto, as amostras foram incubadas em quadruplicatas
em sete ensaios diferentes, realizados com tragadores distintos. ©
valor médio para cada antissoro foi calculado, bem como o seu desvio
padrfo, permitindo a determinag8o dos coeficientes de variagso.

Os valores médios encontrados foram comparados um a um com
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o valor médio obtido do anticorpo comercial, empregando o teste t de

Student para observagdes ndo pareadas (23).
3.3.3. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO IDEAL DE IGG CARREADORA

Os antissoros provenientes das duas colheitas de uma mesma
sangria de grande volume, que apresentaram titulos semelhantes, fo-
ram reunidos antes de se determinar a concentrac¢io ideal de 1IgG car-
readora.

A fim de se estabelecer as condigdes S6timas de precipitacgdo
dos antissoros provenientes das sangrias de grandes volumes, eles
foram empregados na separag3o do RIE de hTSH na presenca de concen-
tragles diferentes da IgG carreadora no tamp3o de ensajo. Esse estu-
do foi realizado em comparag3o com o antissoro da RSL.

Para tanto, o RIE foi realizado conforme descrito anterior-
mente no item 3.3.1.1., empregando-se, porém, todos os reagentes
diluidos em solugdo fosfo-salina contendo EDTA 0,1 M, na presenga de
SCN nas diluig¢Ses seguintes: 1:100, 1:200, 1:300, 1:400 e 1:500.

Como sempre, foram incubadas amostras referentes a ligagéo
inespecifica para cada uma das diluigdes do segundo anticorpo.

A separacgfo da fragio ligada foi realizada conforme descri-
to no item 3.3.1.1., sendo as diluigSes dos antissoros também efe-
tuadas com o tampio de ensaio contendo SCN, nas concentragdes dife-
rentes.

Os c&lculos foram efetuados como descrito no item 3.3.1.1.
e as curvas de titulo foram tracgadas relacionando-se os valores de
percentagen de ligacgio com as diluigdes do segundo anticorpo, combi-
nadas com cada uma das diluic¢des do SCN.

Foram estabelecidos os titulos do segundo anticorpo e as
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diluigdes do soro carreador que forneceram uma precipitaciio mixima
da fragio ligada do ensaio, numa regiio de platé.

Os antissoros provenientes de sangrias distintas de um mes-
mo animal, que apresentaram caracteristicas de precipitacso simila-
res, foram reunidos antes de se realizar o estudo da cinética de

precipitacgdo.
3.3.4. ESTUDO DA CINETICA DE PRBCIPITAQKO

Nesse estudo, os antissoros foram empregados na diluigdo e
na presenga de concentrag8o de SCN estabelecidas previamente (Tabela
13).

Para tanto, procedeu-se ao RIE de hTSH como descrito ante-
riormente no item 3.3.1.1., sendo as amostras incubadas em triplica-
ta. Apb6s um periodo de incubagdo do primeiro anticorpo com o traga-
dor de 24 horas a 42C adicionou-se 0,1 ml do segundo anticorpo. Os
antissoros precipitantes foram ent3%o incubados por periodos diferen-
tes que variou de 15 minutos até 6 horas em diferentes temperaturas:
guatro, 20 e 372C. Foram também incubadas amostras relativas as li-
gagdes inespecificas, para cada periodo e temperatura de incubagdo
do segundo anticorpo.

O antissoro da RSL foi empregado comparativamente na dilui-
¢80 de 1:5 e na presenga de 1% de SCN, seguindo-se as especificagles
de seu fabricante (64). Os c&lculos foram efetuados como mencionado
no item 3.3.1.1.

Para a construgdo da curva da cinética da reagdo ajustaranm-
se, para cada temperatura, os valores da percentagem de 1ligagdo
(B/T) versus o tempo de reaglio, utilizando-se um programa computa-
cional para anflise compartimental e cinética (53), empregando-se o

seguinte modelo analitico:
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Y(t) = Yo(e""w' - e~k ) (1)
onde:
Y = B/T
k1,0 - Pardmetro que estd relacionado com a constante de dissociagio
do complexo.

Parametro que est& relacionado com a constante de associagdo

t ol
N
-
(=

]

da reacgdo.

<
o)
'

Parametro de interseccdo com o eixo das ordenadas da fung3o

'[1) para t = 0.

t Tempo decorrido em minutos.

Y(t) Valor da fungdo no tempo t.

A partir dos resultados calculados de Y(t) foram tracgadas
as fungdes tedricas da cinética de precipitagdo, empregando-se o
programa Harvard Graphics (3S).

A fungdo (1) atinge o valor de ligacdo maxima (Yop,,) no
tempo "t;,.". Esse valor & determinado quando a derivada da fungdo

(1) for igual a zero, isto é&:

e Miotmax - K,, 97" 20 'ma) =0, [2)

onde tp,, & estimado empregando-se a equagdo seguinte obtida da ex-

pressdo [2]:

loge(ky,0/%3,0)
tpax = =----=---ms-es &)
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Substituindo-se tpax na fungdo [1], obtem-se o valor de

Yo tedrico.

max
O grau de incerteza do Yo, tedrico foi determinado pela

expressao seguinte:

-2k, 1 -2k
sYo tmaxz[e 10 "max SKLO 2 4+ e ™20 'max 5k2,02]
sY =Y i (4]
max max Yo (e-ki,O'max - e- k!,otmax ) 2

Os valores de Yop.,, foram considerados similares gquando nédo
mostraram diferengas significativas ao nivel de p < 0,05, utilizan-

do-se o teste t de Student (23):

onde:
Yomax(el) e Y°max(62) - valores de B/T tedricos para t = thax

referente a temperatura & de incubac¢ao;
S, e S, - respectivos desvios padrdo fornecidos pela expressao [4];
n; e n, - namero de amostras, no presente trabalho n; = n, = 3.

A fim de se verificar a similaridade entre as curvas de um
mesmo antissoro obtidas para as diferentes temperaturas, as médias
dos pontos experimentais (tempo versus porcentagem de ligag¢do) foram
sﬁbmetidas a andlises de variancia e ao teste Tukey (75). Foram con-
sideradas curvas similares aquelas que ndo mostraram diferengas sig-
nificativas ao nivel de p ¢ 0,05, em nenhum dos oito pontos experi-
mentais.

Os valores médios das liga¢des inespecificas fornecidos por
cada um dos antissoros produzidos e aquele comercial incubados nas
diferentes temperaturas (quatro, 20 e 37°C), foram comparados entre
si, empregando-se o teste t de Student para observagdes ndo pareadas

(23).
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3.3.5. REAGAO CRUZADA COM A IgG HUMANA

. A inexisténcia de reagido cruzada dos antissoros precipitan-
tes com a IgG humana foi confirmada pelo método de imunodifusdo em
gel de agar pelo método de Oucheterlony (62), como descrito ante-
riormente no item 3.3.1.2. Entretando, para este teste, foi moldada
apenas uma roseta contendo quatro oriffcios periféricos e um cen-
tral.

Os antissoros foram submetidos a diluic8o seriada de 1:1 a
1:8 enm fosfo-salina contendo EDTA 0,1 M e SCN, na diluicio previa-
mente estabelecida para cada antissoro (item 3.3.3.), e colocados
nos orificios periféricos.

Empregou-se como antigeno a gama globulina humana comer-
cial, na mesma concentrag&o do soro humano normal (20 mg/ml), dilui-
da em solugdo fisioldébgica a 0,9%, com a qual foi preenchido o orifi-

cio central.

3.3.6. DETERMINAGAO DAS CONDIGOES IDEAIS DE ARMAZENAMENTO DO8

ANTISSOROE8 PRODUZIDOS

A fim de se determinar a melhor forma de armazenamento dos
antissoros produzidos realizou-se inicialmente uma an&lise com o an-
tissoro submetido a trés tratamentos: congelamento lento, por perma-
néncia durante 24 h em congelador a -20°C, congelamento ré&pido, por
imersfo em nitrogénio liquido (N,) a -190°C e congelamento em N, se-
guido de liofilizacg8o.

Para essa andlise empregou-gse uma mistura dos antissoros
provenientes da 52 sangria dos quatro ovinos, a qual foi distribuida
en frascos de vidro com capacidade para_ 30 ml, em volume de 20 ml

por frasco.
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ApSs a reconstitui¢do com &gua destilada do antissoro lio-
filizado, essas trés amostras do antissoro foram empregadas na di-
luicdo de 1:2 na separacgio do RIE, conforme descrito no item
.3.3.1.1. A fim de se verificar se a forma de estocagem do segundo

anticorpo poderia interferir na separagfo das fragdes livre e ligada

do ensajio, realizaram-se 19 estimativas da percentagem de ligagdo
(B/T) para cada amostra. Foram também incubadas as amostras que es-
timaram a ligagdo inespecifica, substituindo-se o volume do primeireo
anticorpo pelo mesmo volume do tampSo de ensaio.

ApSs a separaglo, os valores médios de B/T foram comparados
empregando-se o0 teste t de Student para observag¢des pareadas (23).

Avaliou-se a seguir o procedimento de liofilizag3o do an-
tissoro, o qual foi realizado em condigdes distintas: variando-se o
volume da amostra a ser liofilizada e a capacidade do frasco de vi-
dro enmpregado na liofilizag3o, bem como a forma de congelamento da
amostra (lenta ou r&pida) antecedente & sua liofilizacgdo.

Nessa anélise empregaram-se misturas dos antissoros prove-
nientes das sangrias teste dos animais, que foram reunidos aleaté-
riamente.

Esses antissoros foram distribuidos em frascos com capaci-
dade para 25 e 30 ml, em volumes de 10, 15, e 20 ml, sendo liofili-
zados apds congelamento lento a -20°C ou ripido a -190°C, conforme
especificado na Tabela 6. Cada anflise foi e;gtuada com uma mistura
de soro diferente, porém a mesma mistura era sempre avaliada antes e
apds a liofilizacho.

ApSs a liofilizaglc, os antissoros foram reconstituidos com
&gua destilada para o seu volume inicial e comparados com antissoro
de igual procedéncia, que foi submetido a mesma forma de congelamen-

to, porém nio liofilizado.
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Tabela 6 - Condigdes de liofilizagdo empregadas no estudo do

armazenamento dos antissoros produzidos.

AMOSTRA CAPACIDADE TOTAL VOLUME DA TEMPERATURA DE
DO FRASCO AMOSTRA CONGELAMENTO

(ML) (ML) (2C)

A 25 10 - 20

B 30 10 -190

c 25 15 -190

D 30 15 - 20

E 25 20 - 20

F 30 20 -190
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Essa avaliag8o foi realizada em curva de titulagdo do an-
tissoro, para a separacglo do RIE conforme descrito no item 3.3.1.1.

Verificou-se a existéncia de similaridade entre as curvas
‘fornecidas pelos mesmos antissoros n&o liofilizados e liofilizados,
realizando-se um ajuste prévio dos pares de pontos (§ de 1ligacgdo
versus reciproco do titulo) ao modelo analitico seguinte:

1
t de ligaclo = Y - e%d) (5]

max(1
onde:
Y = B/T
Ynax & @ porcentagem de ligac@o mixima teérica,
oL € um parametro exponencial, proporcional & afinidade do
antissoro,

a é a diluicdo do antissoro.

Os pardmetros e Y

max foram estimados pelo método ndo 1li-

near dos minimos quadrados (9, 24).

As fungSes experimentais resultantes foram consideradas si-
milares quando ambos 08 parametros ol e Ypax N30 apresentaram dife-
rengas significativas ao nivel de p ¢ 0,05, pelo teste t de Student

(23), dado pela férmula seguinte:

2
5, 83
- e e + - e
ny n2
com GL = n, + n, ~ 4, onde:
o8 indices 1 e 2 referem-se, respectivamente, aos
dados dos parametros X e Y,..,
n & o nGmero de pontos experimentais de cada curva
de titulo,
X representa o valor estimado por regress&o dos pa-

rimetros, aL—bu Ymax contidos na express8o (5],

e —
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82 regresenta a variancia assimptética (24) dos re-

feridos parametros,

GL figura como sigla dos graus de liberdade.




4 = REBULTADOS

4.1. OBTENGAO DA IgG DE COELHOS

A concentracio média de proteinas totais determinada nas
amostras de soro dos coelhos fol de 6,94 t 0,63 gt, variando de 6,2
a 8,2 g%, cujos valores individuais estdo representados na Tabela 7.

A Tabela 8 apresenta os valores de proteinas totais e res-
pectivos rendimentos percentuais obtidos na purificac3o da IgG de
coelho.

A Figura 6 exibe os perfis cromatogréficos das purificagdes
de IgG em DEAE celulose, realizadas a partir de 0,5 g (purificacgso
prévia) e das 3,0 g restantes de proteina. As fragdes que foram reu-
nidas, correspondem aos picos protéicos obtidos nessas duas cromato-
grafias.

Ao final de todo o procedimento de isolamento e purificagéo
da IgG de coelho, obteve-se 0,85 g de IgG pura, que correspondeu a
un rendimento final de 1,54% (Tabela 8).

A Figura 7 apresenta o resultado da imunoceletroforese da
IgG, obtida nas duas purificacg3es, frente ao soro de carneiro anti-
soro total de coelho.

Na Figura 8 estd exibido o resultado da eletroforese em gel
de poliacrilamida a 7% da IgG obtida nas duas purificacdes.

As 850 mg de IgG em soluglo, resultantes dessas duas puri-
ficaqbéﬁ, foram distribuidas em ampolas estéreis contendo 10,7 e
21,4 mg cada. Elas foram mantidas inicialmente por seis meses a
-208C e en seguida foram transferidas para um congelador de ultra

baixa temperatura (-808C).
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Tabela 7 - Concentrac&o de proteinas totais das amostras séricas

dos coelhos obtidas nas diferentes sangrias.

* Amostra Procedéncia Volume Proteinas
dos totais
(ne) animais (ml) (g%)
" S > T 6,6
2 IPEN-CNEN/SP 22 7,8
3 IPEN-CNEN/SP 20 8,2
4 IMT 20 7,5
5 IB - 170 6,7
6 IB, IMT 280 7,1
7 IB 160 6,7
8 IMT, IPEN-CNEN/SP 40 6,2
9 IPEN-CNEN/SP 20 6,6
10 IMT 20 6,3
11 IPEN-CNEN/SP 10 6,4
12 IPEN-CNEN/SP 10 7,2
" total = g0z - Media = 6,94
Desvio = t 0,63
Padré&o

As amostras de nmeros 6 e 8 referem-se a mistura de soros de

animais provenientes de diferentes instituigdes.




Tabela 8 - Purificagdo de IgG de coelho. Valores de proteinas
totais avaliadas pelo método do Biureto e respectivos

rendimentos percentuais.

Etapas de Proteinas Totais Rendimento
Purificagdo (9) (%)
Soro total 55,20 100

Precipitacdo com

sulfato de sédio 3,50 ‘ 6,34
Cromatografia em 0,20
DEAE-celulose 1,30 2,71
Reprecipitac¢do com 0,11
sulfato de sédio 0,86 1,75
Concentragdo final 0,85 1,54

Os valores das proteinas totais determinados apés as etapas de
cromatografia em DEAE-celulose e reprecipitacdo com sulfato de
s6dio, referem-se a purificagdo prévia (indicados acima) e a pu-
rificacio do restante do material (indicados abaixo). 0s reandi-
mentos estimados nessas etapas referem-se 3 somatdria dos valo-

res das proteinas totais, obtidos nas duas purificacgdes.
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Pigura 6 - Perfis cromatograficos das purificagdes em DEAE-celulose
das proteinas séricas precipitadas com sulfato de sédio.
0 painel interno refere-se ao perfil obtido na purifi-
cagio preliminar e o externo representa o perfil obtido

na purificag8o do restante do material.
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Figura 7 - Padraéo imunoceletroforético das purificagdes de IgG

obtidas nas cromatografias em DEAE-celulose. Preparacgdes
obtidas nas purificagdes preliminar (A) e do restante do
material (B): (1) soro total de coelho; (2) pico eluido
em DEAE-celulose; (3) soro de carneiro anti-soro total de

coelho.
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Figura 8 - Padrdo eletroforético em gel de poliacrilamida das pu-
rificagdes de IgG em DEAE-celulose. O gel da esguerda se
refere a purificacdo preliminar e o da direita a puri-
ficacdo do restante do material. A seta indica o sentido

de migragédo eletroforética.
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4.2. OBTENGAO DO SORO DE CARNEIRO ANTI-IgG DE COELHO

A Figura 9 apresenta uma fotografia da regifo paraesternal
'ho ovino 249, onde pode-se observar a formag%o de grinulos (reacgio
de Arthus) nos locais de injegdo do imunégeno, visualizada nos qua-
tro animais poucos dias apés a imunizag%o primiria.

A Figura 10 apresenta a evolugdo dos titulos dos antisso-
ros dos ovinos durante o perfiodo em que foram imunizados com a IgG
de coelho. Esses valores foram determinados a partir das curvas de
titulo construidas para a separagio do RIE de hTSH, exibidas adiante

no item 4.3.1.3.

4.3. RADIOIMUNOENSAIO DO hTSH

4.3.1. PREPARO DO TRAQADOR

4.3.1.1. RADIOIODAGAO B PURIFICACAO DO hTSH

08 valores da atividade do Nal2?5r efetivamente empregada em
oito radioiodagles, seus respectivos rendimentos e recuperacdes, bem
como da atividade especifica de cada tragador estio indicados na Ta-
bela 9.

A PFigura 11 exibe um perfil cromatogr&fico tipico da puri-
ficaco do 1251-hTSH em gel de Sephadex G-100, referente a radioio-
dag8o de nGmero 7.

A Tabela 10 apresenta os valores de Kd referentes ao pico
do hTSH marcado. Os valores desse pico variaram de 0,274 a 0,328

(nédia £ DP = 0,303 £ 0,019).




Figura 9 - Fotografia da regido paraesternal do ovino 249 dez

apés a 39 injegdo de reforcgo.
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Figura 10 -~ Evoluglo dos titulos dos antissoros dos ovinos em fungdo

do tempo em que foram submetidos a imunizag3o, inter-

calada por periodos de descanso. As setas indicam o

periodo das injegdes priméria (P) e de reforgo

R;o).

S80 indicados na figura os

(R, a

volumes de sangue

colhidos dos animais. A linha tracejada indica o periodo

em que o0 ovino 146 esteve enfermo.
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Tabela 9 - Resultados obtidos nas diversas radioiodagdes

realizadas com o hTSH-NIDDKD.

Radioiodacdo 125y empregado Rendimento Recuperacgdo Atividade

na iodacgdo especifica

(n®) (MBql) (%) (%) (MBg1/ug)
1 37,93 37,64 99,31 2,84
2 26,48 21,06 96,00 1,11
3 49,80 18,43 103,00 1,83
4 19,52 25,79 93,21 1,01
5 30,80 31,17 98,71 1,92
6 25,46 28,11 112,89 1,43
7 25,75 52,11 119,36 2,68
8 29,98 22,94 105,93 1,37
Média = 30,71 29,65 103,55 1,77
DP = ¢ 8,75 + 10,90 k4 8,85 0,64

CV = 28,48 % 36,77 % 8,55% 36,14 %

1 Mpg = 30,07 uci
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Figura 11 - Cromatograma da purificagdo do 1251-nTSH em Sephadex

G-100, referente A& 7?9 radioiodagfo. Os valores de Kd de

cada pico sdo 1ggicados entre parénteses,
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Tabela 10 - Valores de Kd referentes ao pico de hTSH marcado co: 1251

revelados nos cromatogramas das diferentes radioioda-

¢les.

RADIOIODACKO Ka

(N?) 125I - hTSH

0,297
0,327
0,274
0,291
0,296
0,316
0,296

® N ! e W N e

0,328

Média = 0,303
DP - 10,019
cv = 6,22%
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4.3.1.2, DETERMINAGAO DA OTIMA DILUIGAO DO PRIMEIRO ANTICORPO -

Na Figura 12 pode-se observar a curva de 6tima diluig&o do
‘antissoro anti-hTSH - 3 realizada com o tragador nt® 7. Nessas condi-
¢Ses, a diluigio que forneceu ligag3o especifica de 50% com o 1257,
hTSH foi a de 1:330.000. Os titulos obtidos com os diferentes traca-

dores preparados neste trabalho estd3o apresentados na Tabela 11.
4.3.1.3, DBTBRHINAQKO DO TiTULO DO SEGUNDO ANTISSORO

As respectivas curvas de titulo dos antissoros anti-IgG de
coelho est3o representadas nas FPiguras 13 a 16 em comparag& com
aguela do antissoro importado da RSL.

Os titulos dos antissoros produzidos pelos ovinos 146 e 163
sonmente puderam ser estimados apés a 42 injegcdo de reforgo (Figura
10). Nessa ocasifo, o animal 285 j& apresentava antissoro com titulo
de 1:7, enquanto que o titulo do antissoro do animal 249 era 1:4 e
dos dem~is era 1:3 (146 e 163).

Esses titulos aumentaram apés as imunizagdes que sucederam
o8 periodos de repouso dos animais, atingindo valores de 1:6 para o
animal 163 ap6s o 72 e o 112 reforcos e de 1:7 e 1:8 para os animais
249 e 285, respectivamente, apés o 62 reforgo. Entretanto, o animal
146 manteve seu titulo de 1:3 e apSs o 82 reforgo seu titulo caiu
para 1:2, provavelmgnte devido a intervengfo cirGrgica a que foi
submetido. B

Quando comparados com o0 antissoro de referéncia RSL, obser-
va-ge que 0 antissoro do animal 146 apresentou curva de titulo senme-
lhante 1logo apés a 42 injegdo de reforgo (Figura 13), enquanto que

o8 antissoros dos animais 249 e 163 exibiram essa similaridade so-

- —
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Figura 12 - Curva da determinagdo da diluigio é6tima do antissoro

anti-hTSH - 3 realizada com tragador proveniente da

radioiodagdo de n® 7,
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Tabela 11 - Titulo do antissoro anti-hTSH ~ 3 determinado para

os diferentes tracgadores.

Tragador Titulo do antissoro
(ne)
1l 1:380,000
2 1:250.000
3 1:240.000
4 1:330.000
5 1:290.000
6 1:330.000
7 1:330.000
8 1:370.000
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RECIPROCO DO TITULO DO SEGUNDO ANTICORPO

Figura 13 - cCurvas de titulo dos antissoros do ovino 146 obtidos nas
sangrias que sucederam as imunizag¢des de reforgo, in-

dicadas pelos respectivos nGmeros em linhas continuas e

do antissoro de referéncia RSL em linha tracejada.
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Figura 14 - Curvas de titulo dos antissoros do ovino 163 obtidos nas

sangrias que sucederam as imunizagdes de reforgo, in-
dicadas pelos respectivos nameros em linhas continuas e

do antissoro de referéncia RSL em linha tracejada. -
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Pigura 15 - Curvas de titulo dos antissoros do ovino 249 obtidos nas

sangrias que sucederam as imunizagdes de reforgo, in-

dicadas pelos respectivos nGmeros em linhas continuas e

do antissoro de referéncia, RSL, em lipha tracejada.
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Figura 16 - Curvas de titulo dos antissoros do ovino 285 obtidos nas
sangrias que sucederam as imunizagdes de reforgo, in-
dicadas pelos respectivos nGmeros em linhas continuas e
do antissoro de referéncia, RSL, em linha tracejada. A
curva representada pelo nlGmero 8B refere-se a sangria

realizada durante o segundo periodo de descanso, gquando

0 ovino veio a &bito.
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mente apSs o 7% reforgo (Figuras 15 e 14 respectivamente). O animal
285 (Figura 16), que induziu mais precocemente a formac3o dos anti-
corpos, logo apbés o 22 reforgo, revelou a partir do reforgo seguinte
‘titulos até mais elevados do que aquele recomendado pelo antissoro
da RSL, de 1:5 (64). Entretanto, observando-se as Figuras 13 e 19
pode-se constatar a acentuada queda ocorrida no titulo dos antisso-
ros desses animais quando adoeceram (curval9 do animal 146) e até
vieram a 6bito (curva 8B do animal 285).

As curvas de titulo dos antissoros obtidos nas sangrias de
grandes volumes, realizadas apbs as 4%, 82 e 12% injegSes de refor-
¢o, que corresponderam as duas colheitas espagadas de trés dias, po-
dem ser visualizadas nas Figuras 17 a 20. Nessas colheitas foram
obtidos um total de 3,6 1 de antissoro, distribuidos em 180 frascos
contendo 20 ml cada.

Pela andlise da Figura 10 pode-se observar que os antisso-
ros dos animais 163 e 249, nas Gltimas sangrias de grandes volumes,
apresentaram titulos diferentes naquelas colheitas espacadas de trés
dias, conforme exibido na Tabela 12.

Portanto, esses antissoros provenientas dos animais 163 e
249 foram avaliados separadamente quanto as suas caracteristicas de
precipitag&o, enquanto que os demais, que a; resentaram o mesmo titu-

lo, foram reunidos antes de serem submetidos a esta andlise.
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Figura 17 - Curvas de titulos do antissoros do ovino 146 obtidos nas

sangrias de grandes volumes (4% e 8%), realizadas em
duas colheitas espagadas de trés dias. Os fndices A e B

referem-se as 1% e 2% colheitas, respectivamente.
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Figura 18 - Curvas de titulo dos antissoros do ovino 163 obtidos nas

sangrias de grandes volumes (49, 89 e 129), realizadas
em duas colheitas espagadas de trés dias. Os {ndices A e

B referem-=se as 1% ¢ 2% colheitas, respectivamente.
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Figura 19 -~ Curvas de titulo dos antissoros do ovino 249 obtidos nas

sangrias de grandes volumes (49 e 8%), realizadas em
duas colheitas espacadas de trés dias. 0s fndices A e

B-referem-se as 1% e 2% colheitas, respectivamente.
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FPigura 20 - Curvas de titulo dos antissoros do ovino 285 obtidos nas
sangrias de grandes volumes (49 e 89), realizadas em
duas colheitas espagadas de trés dias. Os fndices A e

-~ B referem-se as 12 e 29 colheitas, respectivamente.
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Tabela 12 - Titulo dos antissoros obtidos nas duas colheitas
espacadas de trés dias, das sangrias de grandes volumes,

ANTISSORO SANGRIA COLHEITA TiTULO
146 40 1s 1:2
4o 25 1:2
8o 19 0
89 29 0
163 40 1o 1:3
' 49 20 1:3
8s 19 1:6
8o 29 1:4
129 1o 1:4
129 29 1:3
249 49 19 1:4
49 29 1:4
89 19 1:6
8o 20 1:3
285 49 19 1:6
4 29 1:6
8o 19 1:6
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4.3.1.4. IMUNODIFUSAO EM GEL DE AGAR

Os titulos dos antissoros produzidos pelo animal 285, de-
‘terminados pela imunudifusio podem ser visualizados na Figura 21.

A Tabela 13 apresenta os valores dos titulos desses antis-
soros quando determinados pelas duas técnicas, RIE e imunodifusdo. O
coeficiente de correlacio determinado entre os valores obtidos pelo
RIE e aqueles obtidos pela imunodifus&io foi de 0,920, sendo sinifi-

cativo para p < 0,01 (Figura 22).

4.4. DETERMINAGAO DA LIGAGAO INESPECIFICA DO RIE

Na Tabela 14 s%o expostos os resultados das ligacgdes ines-
pecificas fornecidas pelos segundos anticorpos em sete ensaios dis-
tintos, realizados com diferentes tragadores.

0s valores médios n3o diferiram significativamente quando
se compararam os antissoros produzidos neste trabalho, com aquele

comercial da RSL.
4.5. DETERMINAGAO DA CONCENTRAGAO IDEAL DE IgG CARREADORA
As Figuras 23 a 26 exibem as curvas de titulo dos antisso-

ros produzidos neste trabalho, construidas na presenga de concentra-

¢Oes diferentes de soro carreador nio imune (SCN), enquanto que a

' Figura 27 exibe as mesmas curvas obtidas com o antissoro comercial

da RSL.
08 antissoros produzidos pelo animal 146 (Figura 23) apre-
sentaranm caracteristicas de precipitacfo similares entre as sangrias

de dgrandes volumes, podendo ser reunidas formando um inico lote de
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Figura 21 - Imunodifusdo dos antissoros do ovino 285, obtidos nas
oito sangrias realizadas apds cada injegdo de reforgo
(de R; a Rg, respectivamente).

(1) Antissoro na diluigao 1:1;
(2) Antissoro na diluigdo 1:2;
(3) Antissoro na diluigao 1:4;
(4) Antissoro na diluigdo 1:8;
(5) Antissoro na diluigdo 1:16;
(6) Antissoro na diluigio 1:32;
(7) Antissoro na diluigdo 1:64;
(8) Antissoro na diluigdo 1:128;

(9) IgG de coelho na concentragio de 0,5 mg/ml.
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Tabela 13 - Comparagdo dos titulos dos antissoros produzidos pelo

ovino 285, determinados pelas técnicas de RIE e

imunodifusio.
Titulo
Sangria Radioimunoensaio Imunodifusao
10 0 1:4
2% 1:2 1:8
3¢ 1:7 1:32
49 1:7 1:32
58 1:6 1:16
69 1:8 1:32
7% 1:7 1:32
-3 4 1:6 1:32
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Figura 22 - Estudo da correlaglo linear dos titulos dos antissoros

do ovino 285, determinados pelo RIE e pela
imunodifus8o. A reta qgue melhor se ajusta & a definida

pela equagdo Y = 3,96X + 2,19,
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Tabela 14 - Valores das ligagdes inespecificas obtidas em vdrios RIEs
de hTSH separados pelos segundos anticorpos produzidos no

IPEN-CNEN/SP (146, 163, 249 e 285) e comercial (RSL).

ANTISSOROS
RSL 146 163 249 285
3,73%0,33 1,75%0,08 4,271:0,54 3,66%0,60 2,70%0,34
5,28+0,21 3,440,423 2,2310,07 4,9610,47 3,13%0,23
3,3940,44 4,2230,43 3,27+0,35 3,3940,30 3,46%0,58
2,9510,09 4,1240,15 3,55%0,49 2,9810,36 3,20%0,13
3,121+0,15 4,144%0,17 3,2710,37 2,9210,18 4,03%0,98
2,8210,25 3,4910,11 2,8310,12 2,71%0,10 4,0410,65
2,5710,14 3,38+0,21 3,40%0,21 3,11%0,38 2,71t0,47
Média 3,41 3,50 3,26 3,39 3,32
DP +0,91 +0,86 10,63 $0,76 t0,56
cv 26,64% 24,41% 19,28% 22,43% 16,70%
RSL versus 146 163 249 285
P NS NS NS NS

NS - diferenca nSo significativa ao nivel de P ¢ 0,05.
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Figura 23 - Curvas de titulo dos antissoros produzidos pelo .ovino
146, construidas na presenca de virias diluigdes do SCN:
1:100, 1:200, 1:300, 1:400 e 1:500. O gré&fico acima
refere-se a mistura das duas colheitas da primeira
sangria de grandes volumes e o aguele abaixo refere-se a

mistura das duas colheitas da segunda sangria de grandes

volumes.
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Figura 24 - Curvas de titulo dos antissoros produzidos pelo ovino

163, construidas na presenga de védrias dilui¢des do SCN:

1:100, 1:200, 1:300, 1:400 e 1:500,

(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

Antissoro obtido na mistura das duas colheitas da
primeira sangria de grandes volumes.

Antissoro obtido na primeira colheita da segunda
sangria de grandes volumes.

Antissoro obtido na segunda colheita da segunda
sangria de grandes volumes.

Antissoro obtido na primeira colheita da terceira
sangria de grandes volumes.

Antissoro obtido na segunda colheita da terceira

sangria de grandes volumes.
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Figura 25 - Curvas de titulo dos antissoros produzidos pelo ovino

249, construidas na presenca de varias dilui;bes do SCN:

1:100, 1:200, 1:300, 1:400 e 1:500.

(1) Antissoro obtido na mistura das duas colheitas da
primeira sangria de grandes volumes.

(2) Antissoro obtido na primeira colheita da segunda
sangria de grandes volumes.

(3) Antissoro obtido na segunda colheita da segunda

sangria de grandes volumes.
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Figura 26 - Curvas de titulo dos antissorous produzidos pelo ovino

285, construidas na presenga de varias diluigdes do SCN:

1:100, 1:200, 1:300, 1:400 e 1:500.

(1) Antissoro obtido na mistura das duas colheitas da
primeira sangria de grandes volumes.

(2) Antissoro obtido na mistura das duas colheitas da
segunga sangria de grandes volumes.

(3) Antissoro obtido apés o obito do animal.
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Figura 27 - Curvas de titulo do antissoro RSL, construidas na

presenca de vérias diluigdes do SCN: 1:100, 1:200,

T 1:300, 1:400 e 1:500.
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antissoro. Essa similaridade também foi observada nos antissoros ob-
tidos nas dQuas sangrias iniciais de grandes volumes do ovino 285
(Figura 26), que também foram reunidos.

’ Os antisscros produzidos pelos demais ovinos nio puderam
ser reunidos pois apresentaram caracteristicas de precipitacio dife-
rente, mesmo aquelas provenientes de duas colheitas espagadas de
apenas trés dias, realizadas na mesma sangria (Figura 24 e 25).

A Tabela 15 apresenta os valores da dilui¢do do soro car-
reador nio imune que permitiram a precipitacfo méxima dos antissoros
e os titulos correspondentes. S%o também indicados os valores resul-
tantes da concentrag8o de IgG no SCN diluido. Pela anflise desta ta-
bela observa-se gue a maioria dés antissoros apresentaram titulos
mais altos na presenga de concentracdes maiores de SCN (1:100) com
excessio dos antissoros 146 e 163 que demonstraram titulos mais al-
tos com concentragdes de SCN menores (1:300 e 1:200, respectivamen-
te).

Aqueles antissoros de um mesmo animal, provenientes de di-
ferentes sangrias que apresentaram as mesmas caracteristicas de pre-
cipitacio foram entdo reunidos.

A denominagdo atribuida aos antissoros apbés a determinagdo
de suas caracteristicas de precipitaglo estfo indicadas na Tabela

16,
4.6, ANALISE DA CINETICA DE PRECIPITACAO

As Figuras 28 a 31 apresentam os resultados do estudo da
cinética de precipitac8o, realizados em diferentes temperaturas, dos
antissoros produzidos neste trabalho. A Figura 32 exibe os resulta-
dos obtidos com o antissoro comercial da RSL.

——

Pela anflise dessas figuras da cinética de precipitacso
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Tabela 15 - Resultados obtidos na determinagao da concentragao
ideal de IgG carreadora. S3do indicados na tabela o
titulo dos antissoros e a diluigdo do SCN que
forneceram a precipitag¢do m&xima do ensaio, bem como

a concentragdo correspondente de IgG no SCN.

Antissoro SCN

Animal Sangria Titulo Diluigdo IgG (%)
146 1 1:4 1:300 0,048
2 1:4 1:300 0,048

163 1 1:4 1:200 0,032
2, 1:5 1:100 0,016

28 1:3 1:100 0,016

35 1:4 1:100 0,016

38 2:3 1:100 0,016

249 1 1:4 1:100 0,016
2p 1:7 1:100 0,016

2p 1:4 1:100 0,016

285 1 1:6 1:100 0,016
2 1:6 1:100 0,016

3 1:5 1:100 0,016

RSL 1:5 1:100 0,016

1, 2 e 3 - referem-se as primeira, segunda e terceira sangrias
de grandes volumes, respectivamente.
A e B - referem-se as duas coletas de grandes volumes espagadas

de tres dias,
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Tabela 16 - Denominagdo atribuida aos antissoros apés a de-

terminagdo de suas caracteristicas de precipitagao.

Animal Sangria Ccédigo do antissoro
146 le 2(*) 146

163 1l 163

163 2a 163(1)

163 2B 163(2)

163 3A 163(3)

163 3B 163 (4)

249 1 e 2B(*) 249

249 2A 249 (1)

285 1l e 2A(*) 285

285 2B 285(1)

(*) Antissoros reunidos com caracteristicas de precipitagdo si-

milares.
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. Figura 28 - Efeito da temperatura na precipitaclo da 1 aglo 1ligada
do RIE, realizada com o0 antissoro 146 (titulo de 1:4 e
SCN a 1:300). S&o representados na Zigura os valores
experimentais para: 4°C (O~~—), 20°C (&H—1A) e 37°C
( O——0).
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Figura "9 - Efeito da temperatura na precipitagio da fragdo 1ligade
do RIE realizada com o antissoro 163 (titulo de 1:4 ¢
SCN a 1:200), 163(1) (titulo de 1:5 e SCN a 1:100),
163(2) (titulo de 1:3 e SCN a 1:100), 163(3) (titulo
de 1:4 e SCN a 1:100) e 163(4) (titulo de 1:3 e SCN

a 1:100). Sao representados na figura os valores

experimentais para: 49C (O—-m0), 205c (A——A) e 370¢C
(0—-0).
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Figura 30 - Efeito da temperatura na precitacio da fraglo ligada do
RIE, realizada com o antissoro 249 (titulo de 1:4 e SCN
a 1:100) e 249(1) (titulo de 1:7 e SCN a 1:100). sao

representados na figura os valores experimentais para:

4°¢ (O—D), 20°C (H——A) e 37°C (O——0Q).
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Pigura 31 - Efeito da temperatura na precipitagio da fragio 1ligada

do RIE, realizada com o antissoro 285 (titulo de 1:6 e

SCN a 1:100) e 285(1) (tftulo de 1:5 e SCN a 1:100).

S80 representados na figura os_ valores experimentais

para: 4‘C (O~—{J), 20°C (4—=~A) e 37°C (0—0O).
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Figura 32 - Efeito da temperatura na precipitagdo da fraclo ligada
do “IE, realizada com o antissoro RSL (titulo de 1:5 e
SCN a 1:100). Sao representados na figura os valores
experimentais para: 4°C (O—{]), 20°C (A—fA) e 37°C
(0—0). -
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(Figuras 28 a 32) observa-se que todos os antissoros apresentaran
uma taxa de precipitacgio praticamente inalterada com o aumento da
temperatura de quatro para 20°C, enguanto que essa taxa diminuiu
'quando a temperatura aumentou para 37°C. Esse comportamentc tambén
foli observado com o antissoro da RSL (Figura 32).

A Tabela 17 apresenta os valores de ki,0 € k2,0 obtidos no
ajuste dos pontos de B/T versus tempo, bem como do tempo onde ocor-
re a ligag3o méxima e da ligag3o mixima tedrica calculada.

Quando os valores da capacidade de ligagio m&xima teérica
foram submetidos ao teste t de Student, nfo foi obsevada diferenga
significatica a nivel de p < 0,05 entre as trés temperaturas anali-
sadas (quatro, 20 e 37°C) (Tabela 18).

Os resultados da anilise de varianga dos pares de pontos
das curvas da cinética de reag3o de todos os antissoros (percentagem
de ligag3o versus tempo) est3o exibidos nas tabelas 19 a 29. Pela
anilise desses resultados observa-se que todos os antissoros apre-
sentaram curvas diferentes, quando foram comparadas as temperaturas
de quatro com 20°C, quatro com 37°C e de 20 com 37°C, com exce¢io do
antissoro 249 que n%o apresentou diferenga significativa entre qua-
tro e 20°C.

A tabela 30 apresenta o resultado comparativo dos valores
das ligagdes inespecificas obtidos quando todos os segundos anticor-

pos foram incubados a quatro, 20 e 37°C.
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~ Tabela 17 - Valores de k; o € k, o obtidos no ajuste dos pontos
das curvas da cinética da reagdo. S3ao tambénm
indicados na tabela os valores do tempo onde ocorre
a precipitacdo méxima (t,,,) e da porcentagem de
ligagdo méxima tebrica (Yop,,) % desvio padrido

(sYopay) -
Antissoro Temperatura ¥1:Q1 *2'91 thax YOpnaxisYopay
(9C) (min. <) (min. ) (min.)
146 4 8,30x10"% 0,17 59,2 41,1%3,5
20 0 0,13  240% 41,743,7
37 4,08x10°3 0,17 49,9 37,9+3,4
163 4 0 0,07  240% 47,0%6,5
20 1,40x10°% 0,17 55,6 46,1%4,1
37 2,06x10"% 0,09 61,6 43,7%4,5
163(1) 4 0 1,11 45+ 53,444,9
20 1,87x107° 0,72 14,6 51,8%5,2
37 2,55x107% 0,22 30,5 52,7%5,0
163(2) 4 1,56x10"°> 0,23 42,2 54,8+4,7
20 8,52x10"° 0,26 31,0 53,9%4,8
37 2,51x10"%  0.29 24,1 52,044,8
163(3) 4 9,60x10”° 0,18 42,1 55,1%5,0
20 9,21x10”° 0,18 42,2 54,7%4,9
37 3,04x10"4% 0,56 13,4 52,745,0
163 (4) 4 6,53x10"° 0,16 47,5 53,5+4,7
20 1,91x107% 0,21 33,3 53,6%4,8
37 2,58x10”% 0,18 35,6 49,3%4,5
249 4 1,65x10"% 0,10 63,7 43,5%4,2
20 8,40x10°° 0,14 51,9 43,7+4,0
37 3,18x10"% 0,15 40,6 43,2+4,0
249 (1) 4 1,82x10"4% 0,15 43,9 45,214,1
20 1,72x10™% 0,19 36,6 42,843,4
37 4,42x1074% 0,13 42,7 42,0%4,2
285 4 5,80x10"% 0,13 74,1 42,8+3,8
20 2,70x10”> 0,13 66,0 43,5%3,9
37 2,13x1074% 0,20 34,2 40,7%3,7
285(1) 4 0 0,17  360% 46,114,2
20 6,82x10"% 0,16 48,7 46,544,2
37 3,31x10°% 0,16 37,5 44,7%4,2
RSL 4 1,60x10™° 0,22 42,2 43.0%3,7
20 2,72x10"° 0,17 51,5 45,6%4,6
37 2,58x10"% 0,23 29,7 43,143,9

Obs. -~ Foram empregados os valores de thax experimentais (%)
guando o parimetro K; o apresentou valor igual a zero, ndo sendo
possivel o c&lculo matem&tico do valor de thnax tedrico.



Tabela 18 - Resultados da anélise estatistica dos valores da percentagem

de Ilgaglo méxima teébrica dos oantissoros, determinados

temperatura de quatro, 2D e 370C.

Matissoro

Tewenatura L] Y 1030 182 16803 1w 2w my) X B M1

(o) og t8%,)

4 4,035 0,065 B,004,7 84,7 5,050 T[,507 B54,2 824,18 2638 414,283,837
0,78,7 Wi 51,852 33,984,8 54,704,9 3648 0,740 2,813,4 0,539 8,58,2 £5,64,6
99,4 0745 2,750 04,8 05,6 9,38,5 0,240 244,2 8787 KN 8,199

twas [ ] ] 5 5 ] [ ] ] 5 [ ] 5 s
iwas ¥ [ ] s 5 ] [ ] 5 [ ] s [ ] s s
& versus 7 [ ] ] [ ] ] ] 5 5 s 5 s 5

N$ - diference nlio significetive ao nfvel de P < 0,05.
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Tabeia 13 - Resulitado da anétise de variAnéla dos pares de pontos (tempo
versus porcentagem ds 11gac80 (médis ¢ OP)) das curvas da
cinédtica da reaclio do antissoro 148.

Tespo (ainutos)
Tenperatura 15 k] 43 &0 9% 12 240 340
(oc)

Porcentages de ligac3o (M & DP)

4 38,7045,38 38,9411,12 40,430,356 41,52:0,72 40,8910,15 44,5749,83 41,1210,52 42,4630,36
2 37,505,493 38,3610,47 41,3110,70 42,1810,74 40,700,319 41,8780,91 43,9911,03 42,28:0,09
¥ 33,8610,97 38,021,649 38,6410,26 39,18:0,12 36,4110,76 37,57:0,40 35,9410,78  38,92:2,50

4 VERSUS 20

P NS NS NS NS NS NS (0,05
4 VERSUS 37

P NS NS ¢ 0,85 0,05 (0,05 (0,0 ( 8,05 NS
20 VERSUS 37

P NS (NS (0,86 (0,0 (9,85 (0,05 (0,85 NS

NS -~ NBo significativo para p £ 0,05,
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Tabela 20 - Resuitado da anédlise de varildn¢cia dos pares de pontos (tempo
versus porcantagem de Iigaclo (média &£ DP)) das curvas da
' cinédtica da reaclo do antissoro 183.

Teapo (minutos)
Tesperatura 15 3 45 60 9 120 240 340

(9C)
Porcentages de ligagdo (M ¢ DP)

4 33,1643,97  40,9912,50 44,6510,26  42,77%1,75 45,0811,03 49,7710,97 50,081,8f  50,0641,35
» 43,4734,39 43,2233,31 43,6824,B3  45,59%1,56 47,5710,54 48,8§41,72 45,42:0,4f 47,2131,34
k7 37,0241,92  35,2432,85 43,1941,18  44,7210,22 44,2510,84 45,5581,08 42,0610,20 43,0510,84
4 VERSUS 20
P NS NS NS NS NS NS (6,0 NS
4 VERSUS 37
P NS NS NS NS NS (0,05 (0,6 (8,05
20 VERSUS 37
4 NS NS NS NS (0,05 NS (0,0 (0,05

NS - N80 significativo para p  0,085.
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Tabela 21 - Resultado da snélise de vari8ncia dos pares de pontos (tempo
versus porcentagsm de tigacBo (média &+ OP)) das curvas da
da cindtice da reaclio d0 antissoro 183(1).

Tewps (minutos)
Temperatura 13 3 45 &0 9 120 240 3450
(o)

Porcentages de ligagc3o (M & DP)

4 33,5412,78 50,8510,88 355,3421,43 52,14:0,78 51,73:0,50 53,96:0,54 55,262,809 54,543t,48
20 93,0420,68 49,8§21,53 53,78$2,65 48,42¢5,16 54,931,741 53,6210,77 48,9312,40 51,4731,43
y 91,4120,08 55,3311,66 51,1942,20 51,3740,29 52,13:0,54 50,0040,45 5§,2640,15 47,93:0,99

4 VERSUS 20

P NS NS NS NS NS NS (0,85 NS
4 VERSUS 37

P NS (0,05 NS NS NS ¢ 0,0 NS (0,6
20 VERSUS 37

P NS (0,05 NS NS NS (0,08 NS NS

NS - N8o significativo pars p £ 0,05.
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Tabeia 22 - Resultado da anblise de¢ varilngla dos pares de pontos (tempo

versus porcentagem de ltgagBo (médlia &+ OP)) das curvas da
‘ cinédtica da reaclo do entissoro 183(2).

Tenpo (minutos)
Temperatura 15 » 43 & 9 120 240 s
(o¢)

Porcentagea de ligag3o (M ¢ DP)

L 53,9841,08 54,1610,57 55,7911,18 54,65:0,55 53,7130,62 55,3280,93 54,90:0,45 54,67%1,28
20 33,3540,85 53,4610,71 54,5020,20 53,2810,87 54,551,418 54,2330,82 51,90:0,53 52,3544,58
x 91,7841,92 54,6510,82 3§,79:0,8f 50,52:0,73 49,8415,71 49,3410,60 50,00:4,30 47,3942,12
A VERSUS 26
4 NS NS NS NS NS NS (0,85 NS
4 VERSUS 37
P NS NS (0,85 (0,6 NS ( 0,8 (0,85 (0,06
20 VERSUS 37
P NS NS (0,0 (0,05 (0,05 (0,05 NS (0,05

NS - N3o significativo para p ( 4,05,
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Tabela 23 - Resultado da anédlise de varidngia dos pares de8 pontos (tempo
versus gporcentagam de Iiga¢8o0 (média 4+ DP)) das curvas da
cinética ds reaclo do antissoro 183¢(3),

Tenpo {winutos)
Tesperatura 15 K ] 45 60 4 120 240 340

(oC)
Porcentages de ligag3o (M & DP)

4 32,5320,45 54,5741,27 52,5588,56 54,1013,63 58,87:0,32 55,74:0,49 54,8411,05 51,7640,83
20 31,8745,88 56,27:+1,13 53,80:0,64 55,3940,72 5§,93:0,56 54,55:0,73 55,93+1,38 52,00:0,51
v 32,7042,12 52,7944,85 50,95:0,48  54,0§:1,08 49,30:1,60 51,85:0,47 47,30:0,77 47,894,776

4 VERSUS 20
P NS NS NS NS (0,05 NS NS NS
4 VERSUS 37
P NS NS NS NS (0,65 (0,8 (0,05 €0,
20 VERSUS 37
P NS ¢ 0,05 NS NS NS (0,86 (0,05 ¢ 0,05

NS - N8§o significativo parsa p £ 0,05.
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Tabsia 249 - Resultado ds anbiise de varidncia dos pares de pontos (tempo

versus porcentagem de tigaclio (médis : DP)) das rurvas da
cinética ds reaclo do antissoro 183(49).

Tespo (minutos)
Teaperatura 15 3 43 & ;) 120 240 3
(oC)

Porcentagen de ligagio (M & DP)

4 ,2120,21 52,8730,59 59,3540,85 53,0910,69 55,76:6,28 53,54:0,62 53,6440,85 52,05:0,35
20 32,050,586 55,2581,07 52,4040,88 53,0440,76 51,1410,43 53,754,088 52,63:0,51 49,3242,70
K 14 47,3534,57 49,2082,38 49,7620,87 50,0510,88 47,8§10,89 47,97:1,50 45,7412,20 45,76%0,33
4 VERSUS 20
4 NS NS NS NS (0,05 NS NS NS
4 VERSUS 37
P NS NS NS (0,05 (0,05 (0,85 (0,05 (0,8
20 VERSUS 37
P NS ¢ 0,05 (0,05 (0,05 (0,05 (0,05 0,05 NS

NS - N80 significativo pare p § 0,08.
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Tabsia 25 — Resultado da andliss de variangia dos“pares de rontos (tempo
versus porcentagem de Itgac8o0 (méd’'a + DP)) das curvas da
sinética da reaclio do antissoro 248.

Tempo (minutos)
Tewperatura i3 K ] 435 (] 9% 120 240 350

(0oC)
Porcentages de ligagdo (M ¢ DP)

4 37,2845,06 36,87:3,56 40,5452,00  40,4420,68 45,5741,56 44,9930,85 45,4531,39 44,01£1,25
2 40,1444,47 45,3330,756 43,4810,60  39,34:0,37 44,9411,81 44,57:1,57 40,8140,68 42,3§20,30
v 49,5310,51 41,05¢1,45 37,3715,78  44,3849,73 44,20:0,89 41,7841,55 39,72¢1,84  38,92¢0,41
4 VERSUS 20
P NS NS NS NS NS NS NS NS
4 VERSUS 37
P NS NS NS NS NS NS NS (0,05
20 VERSUS 37
P NS NS NS NS NS NS NS (0,05

NS - N8o significativo para p  0,05.
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Teadela 28 - Resultado da snélise de varidngia dos pares de pontos ?tempo

versus porcentagem de ligacl8o (média £ OP)) das curvas da
cinédtica da reaclo do antissoro 249¢1),

Tespo (minutos)

Tesperatura H K 45 (2 70 120 240 40
(oC)
Porcentages de ligac3o (M & DP)
4 40,2441,94  44,3441,00 42,8210,27  44,2620,72 46,7530,64 44,2942,49 44,53:0,69 44,351%2,36
20 40,3825,73 40,8381,42 42,3020,40  43,6541,43 42,1341,09 42,2143,74 42,7240,42 43,2840,93
¥ 37,6212,27 43,0410,59 45,5510,20  43,5210,97 42,11¢¢,52 38,55¢1,34 38,2844,12 34,86%0,83
4 VERSUS 20
[ 4 NS NS NS NS (0,86 NS NS NS
4 VERSUS 37
P NS (0,0 (9,86 NS (0,05 NS { 0,80 (0,05
20 VERSUS 37
P NS NS NS NS NS NS { 0,05 NS

NS - N8o significativo para p £ 0,05,
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Tabela 27 - Resultado ds andiise de varifdnclia dos pares de pontos (tempo
versus porcentagem de tigac8o (méaia & DP)) das curvas da
cinédtica da reaclc do antissoro 288.

Teapo (minutos)
Tesperatura 13 k! ] 45 &0 9% 120 240 U

(oC)
Porcentages de ligagio (M & DP)

4 38,4943,00 41,2241,5) 43,540,682  A1,0010,91 41,9610,58 44,20:0,74 43,8110,74  43,1521,45
20 39,1714,09 39,3841,54 43,5740,78 43,2410,58 45,50:0,84 44,760,48 43,15¢0,3f 43,21#1,03
¥ 39,4912,32 39,351,986 41,5620,43 40,9510,77 40,3880,45 40,000,568 38,2310,75 37,9640,77
4 VERSUS 20
P NS NS NS NS (0,05 NS NS NS
4 VERSUS 37
P NS NS NS NS NS (0,85 (0,05 NS
20 VERSUS 37
P NS NS NS (0,8 (0,8 (0,0 (0,05 (0,05

NS - N80 significativo para p £ 0,05,



Tabela 28 - Resultado da anéiise de varildncia dos pares de
versus porcentagem de Iigac80 (média & DP))
cinética da reaglo do antissoro 285(1).

121

pontos (tempo
das curvas da

Tespo (minutos)
Teaperatura 13 3 45 &0 9 120
(9C)

240 3460

Porcentages de ligag3o (N ¢ DP)

4 43,8244,50 42,484i,50 49,4530,57 47,25:2,81 A1,8742,05 46,49:0,54
20 43,5420,40  44,5630,74 46,9011,22  45,9440,81 49,89:4,85 45,70:1,20
¥ 41,1922,40 47,7240,87 44,5821,33 42,8710,49 43,16:0,79 40,3510,34

45,35+1,07 49,80:0,96
43,7040,28  45,82:0,88
44,3841,23  40,2210,56

4 VERSUS 20

4 NS NS NS NS (0,0 NS
4 VERSUS 37

4 NS ¢ 0,05 (0,6 (6,06 NS (0,85
20 VERSUS 37

4 NS NS NS NS {0,065 (0,865

NS (0,05
NS ¢ 0,05
NS (0,85

NS - Nlo significativo para p £ 0,05,
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Teabela 29 - Resultado da anfiise de varidnglia dos pares de pontos (tempo
versus porcentagem de ilgacBo (média + OP)) das curvas a3

cinética da reaclo do antissoro RSL.

Tespo (minutos)

Tesperatura i3 » 45 & " 19 240 360
(9C)
Porcentages de ligac3o (N ¢ DP)
4 41,9920,59 45,8310,82 42,03:1,58 43,1840,52 42,33:1,06 43,6341,46 43,8321,43 44,5631,27
20 43,0312,32 44,0012,35 45,3040,35  4A5,4940,98 45,1940,95 46,4440,29 45,6840,81  44,32:1,39
37 42,3910,78 42,19:1,13 44,0240,75  43,02:0,47 42,3240,33 43,7630,46 40,800,860 39,29:1,12
4 VERSUS 20
P NS NS ( 0,0 { 0,0 ¢ 0,0 (4,8 NS Ne
4 VERSUS 37
4 NS NS NS NS NS NS (0,8 (0,05
20 VERSUS 37
P NS NS NS (9,6 (0,6 (0,8 (0,85 (0,05

NS - N80 significativo para p £ 0,05,
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Tebela 30 - Velores médios des |igecles inespeciticas obtidos no

estudo

de cinética de precipitaclio dos

produzidos e comerclial C(RSL).

Temperatura

(2C)

370C

antissoros

4x20 4

1498
183
183¢(1)
183(2)
183(3)
163(4)
249
2498(1)
208
288¢(1)
RSL

8,0810,83
49,7740,84
3,470,717
8,8840,15
3,8740,490
8,8340,39
4,9140,36
6,1310,21
4,0010,37
4,2340,34
4,0040,18

6,84940,68
4,4340,37
3,2040,25
3,4810,17
3,94940,349
3,47+0,27
4,3840,81
8,1110,18
3,56810,21
4,0740,35
4,5240,57

5,8040,495
3,98410,55
3,4840,52
3,3840,23
3,2640,33
3,3840,38
5,0740,82
8,14940,55
4,0540.33
3,8740,492
4,310,858

0,06 < 0,05
0,05 NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS NS
NS 0,05
NS NS
NS NS

NS - Diferenca nlio significativa ao nivel de P £ 0,05.
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4.7. REACAO CRUZADA COM A IgG HUMANA -

A Figura 33 exibe o0 resultado obtido na imunodifus3o, onde
‘nenhuma linha de precipitacio foi observada, indicando n3o haver
reagio cruzada entre a IgG humana e os antissoros produzidos e nem

entre a IgG humana e aquele comercial.

4.8. ARMAZENAMENTO DOS ANTISSORO8S8 PRODUZIDOS

Na Tabela 31 sio expostos os valores das percentagens de
ligac3o fornecidos pelos antissoros submetidos ao congelamento lento
ou ripido, este Gltimo seguido de liofilizacgio.

Seus valores médios diferiram significativamente (p < 0,05)
entre os antissoros avaliados antes e apds a liofilzacdo, indicando
que este procedimento pode diminuir o titulo do antissoro. 0s valo-
res médios das percentagens de ligac8o dos antissoros congelados a
~209C e a -190°C nfio diferiram significativamente, sugerindo que as
duas formas de congelamento, lento ou mais r&pido podem ser emprega-
das.

A Figura 34 exibe as curvas de titulo das diferentes amos-
tras dos antissoros que foram liofilizados, em comparag¢do com aque-
las dos mesmos artissoros ndo liofilizados.

Na Tabela 32 s&o expostos os resultados do ajuste dos pares
de pontos das curvas de titulo desses antissoros liofilizados e ndo
liofilizados, cujos valores de < e Ypax D30 diferiram significa-
tivamente (p £ 0,05), indicando gque gqualquer uma das formas de esto-
cagem analisada pode ser empregada,

Na Figura 35 pode-se observar as curvas de titulo dos an-
tissoros 146 e 285 liofilizados, em comparagio com os mesmos antis~

soros nfo liofilizados.
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Figura 33 - Imunodifusdo realizada com a IgG humana e o0s soros

imunes anti-IgG de coelho: (A) antissoro 146, (B) da
esquerda para a direita, antissoro 163, 163(1), 163(2),
163(3) e 163(4), (C) antissoro 249 e 249(1), (D)
antissoro 285 e 285(1) e (E) antissoro RSL.

(1) antissoro diluido 1:1;

(2) antissoro diluido 1:2;

(3) antissoro diluido 1:4;

(4) antissoro diluido 1:8;

(5) IgG humana na concentrag¢do de 20 mg/ml.
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Tabela 31 - Valores das percentagens de ligagdo maxima (B/T) obtidos

no RIE de hTSH separado pelo antissoro submetido a trés
formas de tratamento:

1 - congelado a -20°C e nZo liofilizado.

2 - congelado a -190°C e ndo liofilizado.

3 - congelado a ~190°C e liofilizado.

AMOSTRAS
1 2 3
49,46 49,40 48,65
52,47 52,18 49,25
49,91 50,56 49,34
53,53 49,84 49,59
50,63 49,83 45,50
53,33 50,94 49,49
50,65 40,41 49,42
51,22 51,11 47,92
49,70 51,98 47,07
52,19 49,68 49,17
52,07 49,75 49,44
52,59 51,08 48,65
50,56 51,07 47,29
51,90 49,20 49,80
51,41 51,23 48,27
50,68 50,49 49,80
50,03 50,88 48,36
49,32 54,26 47,67
49,88 50,45 47,51

MEDIA 51,133 50,702 48,536

DP 1,303 1,213 + 1,451



LIGAGRO

8

g &

127

CE

204

3 3 8 3

-
i

0 4114

T
18

¥ k)

116 ‘ 132 12714 18 116 132
RECIPROCO DO TiTULO DO 2% ANTICORPO

Figura 34 ~ Curvas de titulo fornecidas pelas virias amdstras de

antissoro (A a F) que foram liofilizadas (L) ou ndo
(NL), apds congelamento a =20°C ou a =-190°C em
volumes crescentes (de cima para baixo), em frascos de
25 ml (A esquerda) ou de 30 ml (& direita), conforme

especificado na tabela 6.
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Tabela 32 - Valores de o e Yp,, obtidos no ajuste dos pontos das
curvas dos antissoros (A a F) ndo liofilizados e
liofilizados. S0 tamb&m indicados na tabela os
resultados da andlise estatistica desses valores.

NAO LIOFILIZADO LIOFILIZADO
ol oL

AMOSTRA Ypax Ymax P

(AFINIDADE) ®/7) (AFINIDADE) (8/T)
A 27,02+6,86 2138,7212,43 21,3414,39 38,51+2,17 NS
B 10,93+3,49 35,47%3,91 9,09+2,88 37,46%4,34 NS
C 35,93+4,79 231,69%0,89 29,88+%4,93 30,94%1,20 NS
D 18,16%4,92 31,43%2,48 17,13%4,81 30,7914,81 NS
E 19,65%4,40 38,65%2,45 16,26t3,55 38,32%2,53 NS
F 14,474,67 42,7614,34 10,55%4,49 44,84+6,65 NS

NS - Ndo significativo para P < 0,05.
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Figura 35 - Curvas de titulo dos antissoros 146 e 285, que foram

armazenados tanto na forma liofilizada (L) como néo

liofilizada (NL).
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A Tabela 33 apresenta o0s valores dos parimetros determina-

dos pelo ajuste dessas curvas e 0 resultado do tratamento estatisti-
co desses valores.
) Pelos resultados obtidos nesse estudo da armazenamento dos
antissoros observou-se n&o haver diferenga significativa entre as
formas liofilizada e n&o liofilizada, bem como entre as formas de
congelamento lento e ré&pido.

Em seguida a essas anilises, todos os antissoros produzidos
foram acondicionados em volume de 20 ml, em frascos com capacidade
de 30 ml e congelados rapidamente a -190°C.

Aqueles 1lotes de antissoros de menor volume (163, 249 e
285(1)) foram mantidos nessa forma, sendo armazenados em congelador
a =-40°C. Parte daqueles antissoros de maior volume (146 e 285) foi
liofilizada, antes de ser mantida nas mesmas condigdes.

A Figura 36 apresenta a fotografia dos frascos de antisso-

ros armazenados na formas liofilizada e congelada.
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Tabela 33 - Valores de ot e Y,,, obtidos no ajuste dos poﬁfos das
curvas de titulo dos antissoros 146 e 285,
liofilizados e 1liofilizados. S3o também indicados na

valores.

nao

tabela os resultados da anilise estatistica desses

NAO LIOFILIZADO LIOFILIZADO
ANTISSORO o Yrax LS Ypax

(AFINIDADE) (W/T)

(AFINIDADE) (8/T)

146 15,31+3,13 32,34+2,05

285 30,02+18,46 34,68%3,45

12,52%3,04 33,4712,68

32,87:14,77 34,89%3,51

NS - N&o significativo para P < 0,05.
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Figura 36 - Fotografia dos frascos dos antissoros produzidos

armazenados na forma congelada (& esquerda) e liofi-

. lizada (& direita).
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5 - DISsCUssAo

S5.1. OBTENGAO DA IgG DE COELHOS

As imunoglobulinas sd3o proteinas séricas secretadas por
linfécitos ativados e constituem um grupo de moléculas heterogéneas
en termos de carga, massa e atividade biol&Sgica. Essas proteinas
representam as globulinas mais bisicas do soro. Elas possuen
mobilidade eletroforética lenta e sua solubilidade, aliada ao seu
ponto isoelétrico relativamente alto, servem de base para a maijoria
das técnicas de separac3o das imunoglobulinas (21).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para sua purificagdo,
dependendo do objetivo e do grau de pureza desejados. Varios métodos
s8o usualmente empregados, compreendendo o fracionamento com etanol,
a precipitac8o com concentrag3o elevada de sais neutros, a formagio
de complexos protéicos insolfiveis, a formag&o de complexos antigeno-
anticorpo (21) e a separagdo pela adigl3o de &cidos graxos (78). Os
métodos nd3o especificos, baseados nas propriedades fisico-quimicas
dessas proteinas, s3o os mais utilizados devido a sua praticidade.

0 procedimento de precipitacfo com sais neutros apresenta
algumas vantagens sobre os demais, com excec8o da separagio pela
adigfo de &cidos graxos, pois além desta técnica ser bastante
simples, o risco de denaturacgcdo das imunoglobulinas & pequeno (21).

No presente trabalho, empregou-se o método de precipitacglo
com sulfato ’ae s6dio seguida de cromatografia de troca i&nica em
DEAE-celulose, pelo fato de seus reagentes estarem disponiveis nos
laboratérios do IPEN-CNEN/SP e pela experiéncia bem sucedida de
trabalho anterior realizado nesses laboratérios (11).

Para o isolamento da IgG empregou-se uma mistura de soro de




134

coelhos, cuja normalidade foi comprovada pela determinagio da
concentragdo de proteinas totais nas diferentes amostras de soro.
Esses valores, com concentragdo média de 6,94 t+ 0,63 g%t (Tabela 7),
Qpresentaram-se compativeis com o padrio de normalidade para coelhos
descrito na literatura (48), com intervalo de 6,00 a 8,30 g%.

A mistura de soro de coelhos empregada (802 ml) forneceu
55,2 g de proteinas totais. Apé6s precipitaclo do soro com sulfato de
s6dio obtiveram 3,5 g de proteinas, correspondendo a um rendimento
de apenas 6,34% (Tabela 8). Este valor poderia ser explicado pelo
tipo de sal neutro utilizado na precipitaglo, visto que Higuchi e
cols. (36), empregando sulfato de aménio, obtiveram rendimento da
ordem de 30%.

Outro fator que pode ter contribuido para este rendimento
baixo foi a cristalizag8o do sal observada durante as centrifugacgdes
realizadas a 49C, provavelmente devido ao fato deste sal ser menos
solGvel a baixas temperaturas (21, 40). A obtengio de rendimento da
ordem de 25% em purificag3o anterior (dados n&o publicados), quando
as centrifuga¢bes foram realizadas a temperatura ambiente (11),
corrobora essa suspeita.

Ap6s a purificag8o em DEAE-celulose (Figura 6), as fragdes
que foram reunidas, correspondentes aos picos protéicos obtidos nas
duas cromatografias, prévia e posterior, apresentaram
respectivamente 0,2 e 1,3 g de IgG, fornecendo valores de
recuperacio similares; 40 e 43% respectivamente. Entretanto, Higuchi
e cois. (36) obtiveram nessa mesma cromatografia recuperagio duas
vezes major (83%). Obteve-se, portanto, nas duas purificacdes uma
quantia total de 1,5 g de 1gG, que correspondeu a um rendimento de
2,71% (Tabela 8).

Ap6s a reprecipitacfo com sulfato de s8dio, a recuperacgho



135
obtida foi novamente muito muito préxima para as duas purificagdes;
55 e 66% para as purificagdes previa e ulterior, respectivamente.
Nessa etapa obteve-se nas duas purificagdes um total de 0,97 g de
hroteina, correspondendo a um rendimento de 1,75% (Tabela 8).

Durante a concentragdo final da solugfo de IgG resultante
das duas purificagdes, ocorreu uma pequena perda de material,
obtendo-se 0,85 g de proteina em 80 ml de solugdo, que correspondeu
a um rendimento final apreci&vel, de 1,54%. Relatos da 1literatura
que empregam procedimentos relacionados, referem-se a rendimentos
finais que v&o de 0,42 a 10,0% a partir do soro total (36, 37, 60,
78).

Com a finalidade de avaliar a pureza da IgG isolada,
realizou-se uma andlise imunoceletroforética do material obtido. Essa
técnica & amplamente empregada e na sua forma mais simples, consiste
de uma separagdo eletroforética seguida de uma imunodifus3io.

A imunoeletroforese da IgG obtida nas duas purificagdes
apresentou padrio similar, revelando, frente ao soro de carneiro
anti-soro total de coelho, uma Gnica linha de precipitagio com
mobilidade eletroforética de 1gG, indicando serem preparagdes de
pureza elevada (Figura 7).

Em purificag3o de 1gG de coelho realizada anteriormente nos
laboratérios do IPEN-CNEN/SP, empregando-se a mesma metodologia,
obteve-se uma preparagio igualmente pura (11).

0O resultado da EGPA a 7% da 1IgG obtida nas duas
purificagdes revelou uma banda principal (Figura 8), confirmando sua
pureza. Higuchi e cols. (36) obtiveram resultados similares
desenvolvendo a EGPA a 12,5%.

As 850 mg de 1gG resultantes no final do processo de

purificacio foram mantidas em soluglo congelada. Inicialmente, elas
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foram armazenadas durante 6 meses a -209C, sendo posteriormente
transferidas para um congelador a -80%C.

Evitou-se a estocagem da IgG na forma liofilizada, pois a
liofilizacao usualmente causa alguma agregacfo quando a IgG &
reconstituida (46).

5.2. OBTENGAO DO S8ORO DE CARNEIRO ANTI-IgG DE COELHO
S.2.1. ANIMAIS

Diz-se frequentemente que a producdo de antissoros & mais
uma arte do que ciéncia (45) e varios métodos tém sido empregados na
tentativa de se obter antissoros adequados. Entretanto, numerosos
fatores podem influenciar o provdvel sucesso dessa produgdo, desde a
imunogenecidade do antigeno e a espécie animal imunizada até o
emprego ou ndo de adjuvantes.

A escolha da espécie animal para a produgdio de um segundo
anticorpo para RIE & determinada por dois fatores:

- Como o primeiro anticorpo do RIE & gerado em cobaias,
coelhos, cabras ou carneiros, para a produgdo do segqundo anticorpo
s&0 necessirios animais de outras espécies.

- Esses antissoros precipitantes possuem normalmente
titulos baixos, requerendo diluigdes menores do que 1:50, o que
implica na necessidade de se obter grandes volumes de antissoro e
consequentemente, no emprego de animais de porte médio ou grande.
Portanto, s8&o empregados usualmente para tal finalidade animais como
burros, carneiros, e cabras (15, 16, 19, 2S5, 36, 47, 59, 61, 79).

Dessa forma alguns autores produziram segundo anticorpo

para RIE em carneiros e cabras contra a 1gG de coelho (15, 16, 19,
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36, 47, 59, 61, 79), enquanto que outros prepararam esses anticorpos
em burros contra a IgG de carneiro ou de coelho (19, 28).

Entretanto, outros autores que produziram o primeiro
anticorpo para RIE em cobaias prepararam o antissoro precipitante em
coelhos (18, 34, 57, S8).

Para gque um animal apresente uma boa resposta imunolégica
contra um determinado antigeno & fundamental que ele seja mantido em
um alojamento adequado, evitando o risco de contaminagdes durante o
procedimento experimental. Qualquer contaminagio ambiental pode
ocasionar a perda da especificidade e um decréscimo no titulo de
seus antissoros.

Além disso, os animais devem apresentar estado de satde
normal, sem quaisquer alteragdes no quadro sanguineo ou parasitoses,
que podem influenciar a obteng&o dos anticorpos.

Isto pode ser comprovado pela andlise da Figura 10, onde se
verifica que os animais que foram submetidos ao tratamento de para-
sitas intestinais antes de serem imunizados (146 e 163), apresenta-
ram uma resposta mais tardia na indug&o de anticorpos (apés a 42 in-
jeg&o de reforgo).

Observa-s2 nessa mesma figura que o ovino 146 também apre-
sentou uma queda no titulo de seu antissoro apés a intervengdo ci-
rGrgica a que foi submetido para a extrag8fo do célculo uretral (apés
a 82 injeg8So de reforgo), embora o exame das proteinas totais e o

hemograma tenham se apresentado normais.
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5.2.2. EBQUEMA DE IMUNIZAGAO -

O esquema de imunizagl3o também & muito importante na pro-
dugcio de antissoros adequados. Escolheu-se o método de imunizagdo
que emprega doses pequenas do imunégeno, inoculado em sitios mGti-
plos, devido a correlacgdo inversa que existe entre a dose do antige-
no e a afinidade do anticorpo produzido.

Além disso, pequenas doses de imunégeno s&0 desejadas para
se obter antissoros com titulos elevados. Esse efeito foi reportado
por Vaitukaitis e cols. (80) em 1971 quando produziram antissoros
para hormdnios peptidicos e esterbidicos com titulos altos, minis-
trando doses pequenas do imunégeno, emulsificado em adjuvante de
Freilind, em 30 2 50 sitios iﬁtradérlicos de coelhos.

Chapaman e cols. (19) e Kakabakos e cols. (47) também se
referem a produg3o de antissoros precipitantes para RIE empregando
doses pequenas de imunégeno, 100 ug e 500 ug, respectivamente. Eles
inocularam a IgG de coelho em sitios mdltiplos intramusculares ou
subcuténeos de burrcs (19) e em cinco sitios, sendo um intraperito-
nial, dois na regifo do maxilar e dois na regi%o inguinal de carnei-
ros (47).

Entretanto, outros autores empregaram guantidades maiores
do imunégeno (IgG de coelho) na producSo desses antissoros em car-
neiros: dois miligramas administrados na regifio paraesternal na imu-
nizag8o prim&ria e seis mg nas imunizag¢des de reforgo (11), 6,5 mng
inoculados na cauda do animal (36¢) e ainda 1,5 mg inoculados em qua-
tro sitios intramusculares (59).

Outro fator que aumenta a resposta do sistema imunitério
na produgfo de antissoros & o emprego de AFC, o qual contém bacilos

da tuberculose mortos, e quando injetado juntamente com o imunbégeno
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potencia a resposta do organismo contra ele. Esse aumento da respos-
ta pelo sistema imune & devido as seguintes formas de atuag3o do AFC
(45):

;) Retarda a absorg3o do antigeno no local da injecdo, evitando des-
se modo a ripida degradag3o do imunégeno pelas enzimas proteoliticas
circulantes;

b) Facilita a fagocitose do imunSgeno pelos macréfagos, gque & uma
etapa inicial essencial para producgdo de anticorpos;

c) Origina a formag3o local de les3o granulomatosa, que pode agir
como foco de formagdo de anticorpos;

d) Causa estimulo tanto local quanto geral do sistema reticuloendo-
telial, com multiplicacio de macréfagos e de células linfbides imu-
nologicamente ativas.

Enquanto muitos autores empregaram o AFC apenas na imuniza-
¢80 primaria (18, 19, 34, 59, 61), Kakabakos e cols. (47) o utiliza-
ram em todas as imunizagbes de carneiros para a produgso de antisso-
ro anti-IgG de coelho, realizando inje¢des mensais. Portanto, devido
as suas caracteristicas, empregou-se nesse trabalho o AFC em todas
as imunizagdes.

Uma pausa na imunizagdo apés as sangrias maiores & favo-
r&vel para a reabilitagio dos animais, principalmente daqueles que
sdo imunizados por periodos longos. Para alguns animais essa pausa
acentua o titulo enquanto que em outros n&o altera o titulo do an-
tissoro que est& sendo produzido. Esse efeito j& havia sido_verifi-
cado por Chapman e colaboradores (19) em jumentos imunizados com IgG
de coelho, apés permanecerem algumas semanas em repouso depois da
sangria de volumes maiores.

Entretanto neste trabalho, os titulos dos antissoros pro-
duzidos nd3o sofreram muitas alteragdes apSs os dois periodos de des-

canso aos quais os animais foram submetidos (Figura 10).



140

5.2.3. RADIOIMUNOENSAIO DO hTSBH

. Empregou-se neste trabalho o RIE do TSH visando a avaliag8o
dos diferentes antissoros anti-IgG de coelho produzidos nos quatro
ovinos, em compara¢Zo com o produto comercial de qualidade conheci-
da, por ser um ensaio que se utiliza de antissoro anti-hTSH de coe-
lho e por ter sido amplamente empregado nos estudos conduzidos nos
laboratérios do IPEN-CNEN/SP (4, 11, 13, 14, 31, 51).

O hTSH foi radioiodado pelo método clé&ssico da oxidagdo pe-
la Cloramina T pois além de ser universalmente utilizado, seus pro-
cedimentos s&o simples e r4pidos.

A purificac8o do 1257-hTSH em cromatografia de exclusdo mo-
lecular em Sephadex G~100 foi eficiente para separar o tragador dos
possiveis agregados de peso molecular elevado e do 125y livre, re-
sultando em tracadores de pureza adequada. Além disso, tal purifica-
¢80 possibilitou a determinag&o do rendimento das radioiodagdes e da
atividade especifica dos tracadores (Tabela 9).

O0s valores de coeficiente de distribuigdo (Kd) obtidos nes-
te trabalho mostraram-se compativeis com aqueles obtidos em traba-
lhos realizados anteriormente nos laboratbdrios do IPEN-CNEN/SP (50,
68). Esses resultados indicam a adequag8o desse critério escolhido
para identificar o pico correspondente ao 1251-n7sH puro.

Embora dados da literatura (31, 42, 50) refiram-se ao arma-
zenamento do 1251-nTSH por aproximadamente 60 dias para uso no RIE,
empregou-se neste trabalho, o 1251 nrsH por um periodo de até 90
dias.

Com os tracadores obtidos neste trabalho, determinou-se a

6tima diluigfo do primeiro anticorpo, empregado no RIE para a ava-
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liag&o dos segundos anticorpos produzidos nos carneiros, em compara-

¢&0 com aquele importado.

S.2.4. AVALIAGAO DOS ANTISSOROS DE CARNEIRO ANTI-IgG DB

COELHO

Pelos resultados obtidos na produclo dos duplos anticorpos,
observa-se que os animais desenvolveram antissoros com titulos dife-
rentes apbs as diversas injegdes de reforgo. Esse efeito depende da
prépria resposta imune do animal, sendo independente ao esquema de
imunizagdo.

Observa-se também, que em algumas das sangrias maiores os
antissoros tiveram seus titulos diminuidos, nZo sendo possivel de-
tectar qual a causa deste efelto aleatdrio. Inclusive, o antissoro
obtido na segunda sangria de grandes volumes do ovino 146, perdeu
completamente o seu titulo, provavelmente devido a urolitiase causa-
da pela alimentaglo exclusiva com racgso.

Analisando-se o0s resultados comparativos da determinagdo
dos titulos dos antissoros pela imunodifus&o e pelo RIE observa-se
que o titulo desses antissoros, usualmente determinado pelo RIE,
também pode ser determinado pela intensidade da linha de precipita-
¢80 formada entre o antigeno e o anticorpo.

Portanto, a evolug8o do titulo dos antissoros poderia ser
acompanhada pela imunodifus&o, enquanto que o RIE seria empregado na
determinagfo do titulo definitivo dos antissoros obtidos nas san-
grias maiores.

A grande vantagem de se empregar a imunodifusdo seria a
praticidade do método. Além disso, esse método descrito h& 30 anos
(62), & amplamente utilizado, pois permite a comparagSo simulténea

de muitos sistemas antigeno-anticorpo, em uma mesma anilise.
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Foram obtidos neste trabalho,-imuno-soros precipitantes do
RIE que apresentaram titulos superiores a um antissoro preparado an-
teriormente nos laboratérios do IPEN-CNEN/SP (11) e até mesmo supe-
Yiores ao do antissoro de referéncia da RSL (64).

Pela anflise dos resultados obtidos nas caracteristicas de
precipitagdo dos duplos anticorpos, observa-se que a maioria dos an-
tissoros apresentou titulos mais altos na presenga de concentragdes
maiores de SCN (diluig&o de 1:100), tal como ocorreu com o antissoro
de referéncia da RSL. Altas concentragdes de soro carreador ndo imu-
ne s&o preferiveis para manter um platd de precipitacdo seguro, vis-
to que uma maior massa de precipitado auxilia na separagio das fra-
¢cbes livre e ligada (69).

Outros autores empregando o mesmo método de separagdo para
o RIE citam diluigdes de SCN que v3o desde 1:100 até 1:400 (5, 18,
54, 56, 57, 58, 76).

Os resultados do estudo da cinética de precipitagdo dos an-
tissoros produzidos sugerem gque eles podem ser empregados na separa-
¢8o de RIEs, necessitando de um tempo minimo de incubagdo de uma ho-
ra, independentemente da temperatura, quer seja quatro, 20 ou 378C.

Resultados similares foram encontrados com o0 antissoro RSL,
que conforme recomendado pelo seu fabricante (64), apresentou a pre-
cipitacio m&xima quando incubado por aproximadamente uma hora (45
minutos) 4 temperatura ambiente.

Embora a an8lise de variincia dos pares de pontos das cur-
vas da cinética de reac8o de td&os os antissoros, tenham apresentado
curvas diferentes para as trés temperaturas estudadas, sugere-se gue
a temperatura ideal de incubagio desses antissoros no RIE seria de
202C. Além disso, essa temperatura de incubac8o & condizente com

aquela especificada pela RSL (64), ou seja, 4 temperatura ambiente.

_—
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A diminuig8o da capacidade de ligagio observada quando os
antissoros foram incubados sob temperatura mais alta, 37°C (Tabela
17), deve ser devida a dissociagdo do complexo antigeno-primeiro an-

.ticorpo, efeito esse também observado por outros autores (8, 57).

Entretanto, os antissoros de burros anti-IgG de carneiro e de cabra,
produzidos por Chapman e cols. (19) apresentaram no RIE uma precipi-
tag&o maior com o aumento da temperatura de quatro para 37°C, atin-
gindo porém, a precipitacio m&xima somente apb6s 2,5 horas de incuba-
cdo.

Quando compararam-se os valores médios das ligagdes ines-
pecificas obtidos no estudo da cinética de precipitacdo, observou-se
ndo haver diferenga significativa entre as temperaturas de quatro 20
e 37°C, para a maioria dos antissoros, incluindo aquele comercial.
Entretanto, observou-se diferenca significativa entre iis trés tempe-
raturas para o antissoro 146, entre as temperaturas de quatro e 37°C
para o antissoro 163 e entre as temperaturas de quatro e 20°C e 20 e
37°C para o antissoro 285.

Os resultados obtidos na determinacio da reagdo cruzada
com a IgG humana indicam que, embora as moléculas de IgG de verte-
brados apresentem pequenas variagdes entre si (17) n3o houve reagdo
dos duplos anticorpos produzidos neste trabalho com a IgG humana.
Isso sugere que esses antissoros podem ser empregados na separagio
de RIEs sem haver ligacio inespecifica com a IgG presente no soro
humano. _

A partir do§ resultados obtidos no estudo do armazenamento
dos antissoros eles foram mantidos tanto liofilizados como apenas
congelados, porém sendo congelados rapidamente. Relatos da literatu-
ra mencionam que o congelamento r&pido & preferivel para manter o

antissoro inalterado e que a estocagem na forma liofilizada & ideal
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para preservar sua integridade por periodos longos (49). Além disso,
a estocagem na forma liofilizada & preferivel para o transporte des-
se tipo de material biolégico.

’ Embora nos paises desenvolvidos os métodos radioimunolégi-
cos j& tenham sido substituidos por métodos ndo isotépicos, nos pai-
ses en desenvolvimento como o Brasil, o RIE ainda & utilizado e &
esperado, nesses paises em desenvolvimento, que ele tenha uma vida
longa (63).

0 método de separagdo do RIE pelo duplo anticorpo &€ muito
empregado devido ao fato dele se ligar especificamente ao primeiro
anticorpo, apresentando ligag¢io inespecifica baixa. Tanto os anti-
corpos produzidos neste trabalho como agquele importado apresentaram
ligagdo inespecifica da ordem de 3%. Além disso, em estudos recentes
foram obtidos resultados similares e até mais precisos e sensiveis
pela separag¢io do RIE com o duplo anticorpo assistido pelo PEG, em
comparag8o com primeiros anticorpos em fase s6lida magnetizivel (4,
26) .

0 duplo anticorpo produzido neste trabalho além de poder
ser empregado com PEG, j& foi acoplado A& particulas magnéticas e
utilizado na separagdo Ao RIE de hTSH com 6timos resultados (4).

Assim como o Brasil, outros paises em desenvolvimento como
o Uruguai e ainda paises subdesenvolvidos como Cuba e Bolivia, tam-
bém tém produzido o segundo anticorpo localmente a fim de substituir
as importagbgs (¢, 18, 73).

A pfodugao en maior escala deste segundo anticorpo, genui-
namente nacional, pelos laboratérios do IPEN~CNEN/SP seria perfeita-
mente ezequivel, necessitando apenas da ampliagc%c do Biotério da
InstituicSo, com instalaglo de um local para alojamento e manuseio

de animais de porte médio.
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6 - CONCLUBOES

1 -

2 -

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

Foi possivel reproduzir um procedimento eficiente para a pu-
rificagdo da IgG de coelho baseado na precipitagio com sal

neutro, seguida de cromatografia de troca idnica.

A 1IgG assim purificada apresentou grau de pureza elevado e foi

nmuito adequada para a indugdo de anticorpos especificos.

Obteve-se IgG purificada em quantidade suficiente para a
imunizagdo de centenas de carneiros a serem utilizados na

produgdo de um segundo anticorpo para radioimunoensaio.

A IgG obtida foi acondicionada apropriadamente, de forma a
permitir sua utilizagic na obtencio de anticorpos por um

periodo longo.

0s ovinos procedentes do Instituto de Zootecnia da Secretaria
da Agricultura de S&o Paulo, bem como o protocolo de imunizagdo
empregado, mostraram-se muito apropriados para a produgdo de

imuno-soro contra a IgG de coelho.

A alimentagdc & base de verde & fundamental para a

preservacio da satGde dos ovinos, devendo-se evitar o forneci-

mento exclusivo de ragéso.

Pelo menos gquatro injegdes de reforgo foram necessirias para

produzir boa resposta nos animais.



10 -

146
Os— imuno-soros dos carneiros apresentaram caracteristicas de
precipitago similares aquelas exibidas pelo anticorpo
importado (RSL), revelando até titulos superiores, sendo
portanto t3o adequados quanto o anticorpo comercial para serem

empregados na separacdo do RIE.

O0s antissoros foram armazenados apropriadamente, de forma a
permitir seu emprego por um perfodo longo e seu eventual

transporte.

Criou-se experiéncia suficiente para a producio deste reagente
biolégico do RIE, que poder& ser efetuada integralmente no

pais, em maior escala.
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