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PRODUÇÃO DE DUPLO ANTICORPO PARA RADIOIMUHOEN8AXO

(ANTZ880R0 DE CARNEIRO ANTI-IgG DE COELHO)

8A&.4A R08A DA 8ILVA

RESUMO

Desde 1960 o radioinunoensaio (RIE) é una das princi-

pais ferramentas empregadas nos laboratórios de endocrinologia, sen-

do nos dias de hoje aplicado em diversas áreas da investigação bio-

médica e ea análises clinicas. Uma boa técnica de separação do RIE é

essencial para desenvolver ensaios precisos e o método de separação

pelo duplo anticorpo é um dos mais amplamente empregados, satisfa-

zendo a maioria dos critérios exigidos para o RIE. Entretanto, seu

custo elevado é sua principal desvantagem, o que implica muitas ve-

zes no emprego de técnicas menos onerosas, mas não tão eficientes.

Os duplos anticorpos existentes no mercado são importados por um

preço 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 é ge-

rado em coelhos. Para esta produção, inicialmente, a IgG do soro

de coelho foi isolada e purificada pela precipitação com sulfato de

sódio, seguida de cromatografia de troca iônica em DEAE-celulose.

Foram obtidos 850 mg de IgG altamente pura, suficientes para a imu-

nização de centenas de carneiros para a produção do duplo anticorpo

para RIE.

Quatro carneiros foram imunizados com 500 ug da IgC de



coelho- purificada, emulsifiçada em Adjuvante Completo de FreUnd e

administrada em sítios múltiplos, subcutâneos. Essas injeções foram

repetidas com intervalo de 20 dias. Foram colhidas pequenas amostras

'de sangue (40 ml) pela veia jugular, 10 dias após cada injeção, para

a avaliação do titulo dos antissoros. A cada quatro imunizações, fo-

ram realizadas, pela mesma via, sangrias maiores, sendo obtidos em

cada uma aproximadamente 500 ml de soro por animal. Após cada uma

dessas sangrias, os animais foram submetidos a períodos de descanso,

antes de serem novamente imunizados.

Os antissoros foram avaliados na separação do RIE de

tireotrofina humana, padronizado nos laboratórios do IPEN a partir

dos reagentes fornecidos pelo NIDDKD, E.U.A. Essas avaliações refe-

riram-se as determinações de seu título e da concentração ideal de

IgG carreadora, ao estudo de sua cinética de precipitação e a con-

firmação da inexistência de reação cruzada com a IgG humana, em com-

paração com um antissoro de referência, produzido em cabras pela P.a-

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 títulos e características de precipitação muito similares

àquelas exibidas pelo produto comercial importado, apresentando até,

títulos mais elevados. Após análise das condições ideais de armaze-

namento desses antissoros, eles foram mantidos a -40«C, em frascos

com 20 ml, tanto na forma só 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 experiência suficiente para a produção deste reagente biológico

do RZE, que poderá ser efetuada integralmente no pais, em maior es-

cala • a custo muito reduzido.



PRODUCTION OP DOUBLE ANTIBODY POR RADXOIMMUNOA88AY

(SHEEP ANTI-RABBIT ZgQ ANTI8ERÜM)

SANDRA ROSA DA SILVA

ABSTRACT

Since the late 1960 's radioimmunoassay (RIA) has become

a major tool in endocrine laboratories, 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 separation 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 RIA» 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 IgG, 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 antisera 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 Rauioassay 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 conditions the antisera were

kept at -40BC 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- INTRODUÇÃO

Os traçadores radioativos são amplamente empregados em

'medicina nuclear in vivo ou in vitro. As técnicas que empregam ra-

dioisótopos in vitro s&o muito importantes em análises clinicas as

quais são utilizadas para a detecção de substâncias existentes em

microquantidades no organismo, tais como hormônios, virus, drogas,

vitaminas, antlgenos tumorais e outras (10).

As bases desses ensaios foram enunciadas por Berson e ¥a-

low a partir de 1957 (7) e culminaram com o desenvolvimento de um

radioimunoensaio (RIB) para a determinação de insulina no plasma hu-

mano em 1959 (81). A importãcia desse método reside, de um lado, em

permitir a dosagem de pequenas quantidades de determinada substân-

cia, da ordem de até nano e picogramas, na presença de elevadas con-

centrações de muitas outras, como ocorre na corrente sangüínea e nos

extratos. Por outro lado, a determinação qualitativa das substâncias

é altamente especifica, decorrente do caráter imunológico da reação.

Portanto, as características principais do RIE, sua sensi-

bilidade, especificidade e precisão elevadas, aliadas a sua pratica-

bilidade para ensaiar convenientemente grande número de amostras

biológicas permitiram seu rápido desenvolvimento e seu amplo emprego

nos últimos 30 anos.

Com a evolução dos imunoensaios, outros métodos baseados

nos princípios do RIE foram desenvolvidos, visando aumentar sua sen-

sibilidade e praticabilidade, tais como os ensaios imunorradiométri-

cos (IRMÃ) (2, SS), enzimaimunoensaio (EIA) (2t, 29, 72) e fluorimu-

noensaio (FIA) (22, 52, §7, 77).

Segundo estimativa realizada no final da década de 80, nos

países em desenvolvimento, cerca de 500 hospitais, universidades e



laboratórios de análises clinicas realizava» RIEs em alguna propor-

ção («3).

Nos laboratórios clínicos nacionais, COB raras exceções, a

execução do RIB ainda depende da importação de seus reagentes bioló-

gicos, quer seja a granel ou na forma de conjuntos diagnósticos

("Kits"). Isto implica num ônus adicional para o próprio paciente ou

•esmo para as instituições governamentais que fornecem subsídios pa-

ra a realização desses exames.

0 principio do RIE baseia-se na competição entre determi-

nado antlgeno marcado isotoplcamente (traçador) e o mesmo antigeno

não marcado (padrão ou desconhecido) pelos sítios de ligação de seus

anticorpos específicos, formando um complexo antigeno-anticorpo

(Figura 1).

Como no sistema de RIE as quantidades de traçador e de an-

ticorpo são mantidas constantes, constroem-se curvas de calibração

adicionando-se ao sistema quantidades variáveis e conhecidas de an-

tigeno padrão. Conseqüentemente, a proporção de complexo radioativo

formado (antigeno marcado-anticorpo) é inversamente proporcional à

quantidade de antlgeno não marcado.

Dessa forma, a concentração de um determinado antigeno é

determinada em amostras de extratos ou fluidos biológicos (soro,

plasma, urina, etc.) pela leitura direta na curva de calibração, ob-

tida pela incubaçáo simultânea das amostras e dos padrões com o tra-

çador e o anticorpo especifico. Compara-se portanto, o efeito inibi-

tório do antigeno presente na amostra ensaiada na ligação do traça-

dor ao anticorpo especifico, com o mesmo efeito inibitório dos pa-

drões conhecidos.

Os elementos essenciais para a realização de um RIE con-

sistem, portanto, no preparo do traçador e das soluçõe* padrão, na



Ag* -+

(Antigeno

narcado)

Ac

(Anticorpo

especifico)

Ag* - Ac

(Complexo antigeno

marcado-anticorpo)

Ag (Antigeno não marcado

em soluções padr&o

conhecidas ou amos-

tras desconhecidas)

Ag - Ac

(Complexo antigeno não marcado-anticorpo)

Figura 1 - Reação de competição que caracteriza o radioimunoensaio.
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obtenção do antissoro especifico e na escolha de técnicas adequadas

para, apôs o término da reação, separar as frações livre e ligada ao

anticorpo (10, 32).

A separação é seguida pela determinação da radioatividade

de uma ou de ambas frações em contador de cintilação adequado. A

partir das contagens obtidas constroe-se graficamente a curva dose x

resposta onde são lidos os valores da concentração das amostras en-

saiadas pela comparação de sua radioatividade com a dos padrões de

concentração conhecida.

Há várias formas de se traçar a curva padrão, uma delas é

a partir dos valores calculados das frações ligadas, em porcentual,

plotados contra as concentrações do padrão, conforme exemplificado

na Figura 2.

A maioria dos RIEs são similares na etapa inicial de incu-

baçáo do anticorpo com o antigeno marcado radioisotopicamente e com

o antigeno padrão ou com a amostra desconhecida. Entretanto, eles

diferem no método utilizado na etapa final para a separação do anti-

geno ligado ao anticorpo daquele livre, que é a principal fonte de

imprecisão do RIE (43, «5, 70).

A seleção cuidadosa e a otimização da técnica de separação

são essenciais para o desenvolvimento de um ensaio preciso. Na esco-

lha da técnica a ser utilizada deve-se levar em consideração os cri-

térios de eficiência, praticabilidade e aplicação geral.

A técnica de separação escolhida deve separar completamen-

te as frações ligada e livre. Uma fração livre pode comportar-se co-

mo ligada e dessa forma apresentar uma ligação aparente na ausência

do anticorpo, denominada ligação inespeclfica (branco do ensaio).

Isto pode ser devido a apreensão do antigeno livre na fração comple-

xada, a adsorçáo do antigeno livre no tubo de ensaio, a impureza do
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Figura 2 - Curva dos* x resposta para a determinação da hormônio

tireotrófico humano (hTSH) por radioinunoensaio:

deslocamento do traçador (hTSH-125!) ligado ao anticorpo

por concentrações crescentes do hTSH humano.
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traçador ou a separação incompleta dessas duas frações durante ã

centrifugação ou decantação.

Da mesma forma, a fração ligada pode comportar-se como li-

vre devido a separação incompleta, a impurezas do traçador ou a in-

terferência da técnica de separação na reação antígeno-anticorpo.

Erros de classificação devidos a essas causas comprometem

a precisão e a sensibilidade do ensaio. Qualquer diferença sistemá-

tica na classificação das frações ligada e livre entre os padrões

também irá aumentar a imprecisão do ensaio (70).

Portanto, a técnica de separação ideal deve ser simples,

rápida, reprodutivel, de baixo custo e empregar reagentes e equipa-

mentos de uso geral em laboratório, devendo ser aplicada a diferen-

tes volumes de reação, a ensaios de muitas amostras e principalmente

a ensaios de uma grande gama de antigenos. Além disso, essa técnica

não deve ser afetada pelo plasma ou soro e não deverá interferir com

a reação de ligação primária, o que poderia ocasionar alterações na

precisão e sensibilidade do ensaio (f5).

As técnicas de separação exploram diferenças de massa mo-

lecular, carga, adsorção ou propriedades de solubilidade das duas

frações; precipitam especificamente o anticorpo • conseqüentemente a

fração ligada ou a isolubilizam empregando anticorpos acoplados à

matrizes sólidas (10).

Nenhuma técnica é universalmente aplicável a todos os

RIEs, devendo-se selecionar pela experimentação aquela que melhor se

adapta a cada substância e a cada circunstância.

Dentre as técnicas atualmente disponíveis, as mais utili-

zadas são o duplo anticorpo e os sistemas em fase sólida.

0 método de separação 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 hormônios protêicos, o

qual permitiria realizar um grande número de determinações com pre-

cisão e sensibilidade elevadas.

Esse método se baseia no fato do primeiro anticorpo dispor

de sítios de ligação disponíveis para um segundo anticorpo, que 6

espécie especifico. No RIE o complexo antlgeno-anticorpo e o antíge-

no livre são separados, adicionando-se um segundo anticorpo dirigido

contra a imunoglobulina d& espécie em que foi produzido o primeiro

anticorpo. Forma-se então um imunocomplexo que pode ser facilmente

precipitado por centrifugação (5C, 7<), (Figura 3).

Portanto, o duplo anticorpo é empregado para separar as

frações livre e ligada dos RIEs precipitando especificamente a fra-

ção ligada (65).

O primeiro trabalho cujos autores empregaram o duplo anti-

corpo para a separação das frações 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 131I-insulina se ligaria ao anticorpo anti-insulina

presente no soro de pacientes diabéticos que recebiam insulina exô-

gena e que este complexo radioativo poderia ser precipitado in vitro

quantitativamente por um anticorpo anti-gama globulina humana.

Desde então, muitos autores tém produzido o segundo anti-

corpo para ser empregado em RIEs de hormônios (15, is, 19, 34, 57,

7»), imunoglobulinas (25) e virus (3é).

0 antissoro precipitante, ou segundo anticorpo, é usual-

mente obtido em animais de grande porte (muares, ovinos ou capri-

nos) , contra a iaunoglobulina 6 (igG) purificada proveniente da mes-

ma espécie animal que gerou o primeiro anticorpo. Desta maneira, o

mesmo segundo anticorpo pode ser empregado «m ensaios que envolvam
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REAÇÃO DO PRIMEIRO ANTICORPO

ANTIGBNO 1* ANTICORPO COMPLEXO ANTIOBNO-

ANTICORPO SOLUVBL

RBAClO DO SEGUNDO ANTICORPO

COMPLEXO

SOLÚVEL

ANTICORPO
ANTMfO

COMPLEXO PRECIPITAVBL

Figura 3 - Esquema demonstrando as bases teó*ricas do método de

separação pelo duplo anticorpo.
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diversos antlgenos, -sempre que os respectivos anticorpos tenham sido

obtidos em animais da mesma espécie.

A separaçSo pelo duplo anticorpo tem a grande vantagem de

separar completamente a fraç&o ligada da livre sem alterar o equilí-

brio da reação inicial antlgeno-anticorpo, apresentando ligação

inespecifica baixa, pois ele requer somente o uso de um único compo-

nente que é uma outra imunoglobulina. Além de poder ser utilizado

em diferentes ensaios, o duplo anticorpo pode ser aplicado a dife-

rentes volumes de incubação e a grande número de amostras satisfa-

zendo a maioria dos critérios de eficiência, praticabilidade e apli-

cação geral (54, 65).

A separação não é afetada por variaçõs normais no teor

prottico das amostras biológicas, mas pode ser sensível a interfe-

rências dos complementos do soro ou plasma.

A otimização do emprego do duplo anticorpo implica na ti-

tulação de um segundo anticorpo e requer a inclusão de agentes que-

lantes no ensaio para inativar os complementos que possam inibir a

reação de precipitação decorrente do segundo anticerpo (16, 54).

A desvantagem principal da técnica do duplo anticorpo é o

seu custo elevado (Tabela 1) o que muitas vezes conduz ao emprego

de reagentes menos onerosos, nas que não são tão eficientes para a

separação dos RlEs.

Além disso, o tempo de incubação para a completa precipi-

tação da fração ligada do ensaio também é uma de suas desvantagens,

mas que pode ser minimizado com a associação de um agente precipi-

tante, como por exemplo o polietilenoglicol (PEG) (38).

Pode-se concluir pelo supra exposto que a obtenção do se-

gundo anticorpo para c kxE em nosso meio é bastante desejável, visto

que os segundos anticorpos existentes no mercado serem em sua grande

maioria importados por um preço bastante elevado (Tabela 1).
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Tabela 1 - Fornecedoraa do duplo anticorpo para radlolmunoenealo a

•eus respectivos preços

FORNECEDORES TIPO DE « D O CATÁLOGO PREÇO «UANTIDADE DATA DE

IHUNESSORO (USD COTACÍO

ICN l l o a e d i c a l s , I n c .

Diawostics Division.

Carton, CA, U.S.A.

Cibra

de coelho

Cabra anti-IgS

de cobaia

#7-146617 175#.## SM l i

•7-166617 27##.## 5## ai

1991

1V91

8i9M Cheaical Coapany

St. lou i t , NO, U.S.A.

Cabra anti-I|6 R #881

de coelho

Burro Mti - l96 6 8267

de cabra

287.95 S### tubos 1993

287.95 5### tubos 1993

Cilbiochea

8 M Diego, U.S.A.

Cabra anti-Ia6 539845

de coelho

Cabra Mtf - I jG 345881

de cobiia

Coelho «nti-I|B 539884

de cbra

5##.H i t . # N tubos 1989

12#.## 25 ai

2S#.N 25 ai

1989

1?92

Pel Freer Biologicalt Cabra int i - I f6 1289#-2CC

Arkansas, U.S.A. de cobaia

4#.M 2# ai 1992
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O presente trabalho tem por objetivo a produção local de

um segundo anticorpo anti-IgG de coelho, visando sua aplicação nos

RIEs de diferentes antlgenos em que os primeiros anticorpos tenham

'sido gerados nessa mesma espécie animal.

Portanto, este trabalho tem por finalidade a obtenção da

IgG de coelhos e a produção do soro imune em carneiros; a avaliação

das características de precipitaç&o do antissoro produzido, em com-

paração com um produto comercial de qualidade comprovada e a deter-

minação das condições ideais de armazenamento do referido antissoro.
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2. MATERIAIS

2.1. MATERIAIS B EQUIPAMENTOS
0

- Agitador magnético com placa aquecedora, modelo 258, marca

Fanem, São Paulo.

* Agitador mecânico do tipo "vortex", modelo 251, marca

Fanem, São Paulo.

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

* Autoclave, modelo 103, marca Soe. Fabbe, São Paulo.

* Balança analítica, modelo H20T, com precisão de

0,01 mg, marca Mettler, Zurique, Suíça.

- Balança semi-analltica, modelo P1000N, com precisão de

0,1 g, marca Mettler, Zurique, Suíça.

- Banho termostatizado, modelo 111, marca Fanem, São Paulo.

- Banho termostatizado, modelo 102-5, marca Fanem, São

Paulo.

- Bomba peristáltica, modelo 59-4698-01-AB, marca Pharmacia,

Uppsala, Suécia.

- Bomba peristáltica, modelo 4912A, marca LKB, Estocolmo,

Suécia.

- Bomba peristáltica, modelo BP-100, marca Incibrás, São

Paulo.

- Capilares de vidro 25 ul, marca Clay Adams, New Jersey,

E.U.A.

- Centrifuga refrigerada automática, modelo Super

Speed RC-2B, marca Sorvall, Conecticut, E.U.A.

- Centrífuga refrigerada automática, modelo Spin VI, marca

Incibrás, São Paulo.
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Centrifuga refrigerada automática, aodelo PR-2IEC, marca

International Equipament Company» Massachusetts, E.U.A.

Centrifuga de mesa, modelo H, marca International

Equipament Company, Massachusetts, E.U.A.

Coletor de frações automático, modelo Ultrorac 7000,

marca LKB, Estocolmo, Suécia.

Coletor de frações automático, modelo Frac-100,

marca Pharmacia, Uppsala, Suécia.

Coletor de frações automático, modelo Frac-200,

marca Pharmacia, Uppsala, Suécia.

Coluna cromatográfica de vidro de 1,0 x 7,0 cm, construída

nas oficinas do IPEN-CNEN/SP, Sáo Paulo.

Coluna cromatográfica de vidro de 2,5 x 25,0 cm, cons-

truída nas oficinas do IPEN-CNEN/SP, Sáo Paulo.

Coluna cromatográfica de vidro de 2,5 x 45,0 cm, cons-

truída nas oficinas do IPEN-CNEN/SP, Sáo Paulo.

Contador gama, tipo poço com cristal de NaI (TI), modelo

4000, marca Beckman, Califórnia, E.U.A.

Contador gama, tipo poço com cristal de NaI (TI), modelo

ANSR Gamma Counter, marca Abbott, Chicago, E.U.A.

Contador gama, tipo poço com cristal de NaI (TI), modelo

1275, marca LKB, Estocolmo, Suécia.

Cuba para EGPA em disco de acrílico, marca Técnica

Pennatrom, Slo Paulo.

Cuba para imunoeletroforese de acrílico, marca Técnica

Permatrom, Sáo Paulo.

Espectrofotometro, modelo PMQ II, marca Carl Zeiss,

Oberkochen, República Federal da Alemanha.

Equipo para coleta de sangue, marca "IBAS-CBO" Indústrias

Cirúrgicas e ópticas 8.A., Sáo Paulo.
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Equipo para coleta de sangue Recalvet, Boehringer & Cia.

Ltda., São Paulo.

Estufa, modelo 315 SE, marca Panem, São Paulo.

Estufa retilfnea, modelo 315/5, marca Fanem, São Paulo.

Estufa, modelo 119, marca Soe. Fabbe, São Paulo.

Filtro com poros de 0,22 um de diâmetro, marca Millipore,

Massachusetts, E.U.A.

Membrana adesiva "Parafilm", marca American National Can,

Greenwich, Inglaterra.

Freezer de baixa temperatura (-20&C), marca Prosdócimo,

São Paulo.

Freezer de baixa temperatura (-40<>C), marca Metalfrio, São

Paulo.

Freezer de ultra baixa temperatura (-80»C), marca

Interfrigo, São Paulo.

Fonte de alta tensão de 0 a 500 volts, marca Técnica

Pematron, São Paulo.

Fonte de alta tensão, modelo GPS 200/400, marca Pharmacia

Uppsala, Suécia.

Fluxo laminar, modelo HLFS-12, marca Veco, São Paulo.

Frasco de sangria de 250 e 500 ml, marca Frascolex, São

Paulo.

Frasco de penicilina de 50 ml, marca Frascolex, São Paulo.

Impressora, modelo Emilia PC, marca Itautec, São Paulo.

Impressora, modelo Laser Jet III, marca Hewlett Packard,

Minneapolis, E.U.A.

Lâminas para microscopia de 25 x 75 cm de dimensões, marca

Perfecta, São Paulo.

Lâmpada fluorescente de 15 W, marca Philips, São Paulo.



15

Liofilizador, modelo ST200K MK II, marca Edwards, West

Sussex, Inglaterra.

Membrana de ultrafiltração, Diaflo PM 30, marca Amicon,

Massachusets, E.U.A.

Microcomputador, modelo 1-7000 PCxtlI, marca Itautec, São

Paulo.

Microcomputador, modelo AT-286, marca Samsung, Minnea-

polis, E.U.A.

Micropipetas de 10 ul, marca Dade, Flórida, E.U.A.

Peagômetro, modelo B 374, marca Micronal, São Paulo.

Pipetas automáticas de vários volumes, marca Oxford,

Foster City, E.U.A.

Pipetas automáticas reguláveis de vários volumes, marca

Eppendorf, Hamburgo, Alemanha.

Pipetas automáticas reguláveis de vários volumes, marca

Gilson, França.

Pipetas tipo Pasteur, construídas nas oficinas do IPEN-

CNEN/SP, Sâo Paulo, Brasil.

Pipetas sorológicas e volumétricas de vários volumes,

marca Pyrex, Sáo Paulo.

Provetas de vários volumes, marca Pyrex, Sáo Paulo.

Refrigeradores, marcas Prosd6cimo, Consul e Metalfrio, SSo

Paulo.

Repipetador automático, marca Eppendorf, Hamburgo,

Alemanha.

Seringas descartáveis de 1 ml com agulha (25 x 8), marca

Ibras - CBO, São Paulo.

Seringas descartáveis de 20 ml com agulha (25 x 8), marca

Ibras - CBO, Sáo Paulo.

Seringas de 10 ul, marca Hamilton, Reno, E.U.A.
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Suporte para f i l tros, marca Minipore, Massachussets,

E.U.A.

Tubos cilíndricos de vidro de 5 x 110 nmf construídos nas

oficinas do IPEN-CNEN/SP, São Paulo.

Tubos de ensaio com fundo cônico de 10 x 70 mm, marca

Vidrolabor, São Paulo.

Tubos de ensaio de 10 x 75 mm, marca Vidrolabor, São

Paulo.

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

Emtel, são Paulo.
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2.2. REAGENTE8 BIOLÓGICOS

- Adjuvante completo de Freund, Difco Laboratories, Detroit,

E.Ü.A.

- Adjuvante completo de Freund, preparado pela Dra. Etsuko

Ikeda de Carvalho no IPEN-CNEN/SP, São Paulo.

• Albunina bovina (AB) fração V em p6, Sigma Chemical

Company (n« A-8022), St. Louis, E.U.A.

- Albumina bovina fração 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 • obtido por doação do National

Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases

(NIDDKD), E.U.A.

- Gama globulina humana, Behringwerke AG (n» 0308-J),

Marburg, Alemanha e distribuída pela Hoechst do Brasil,

Rio de Janeiro.

- hTSH empregado para radioiodação: NIDDKD-hTSH-I6 e NIDDKD-

hTSH-17 (AFP 8770-B), obtidos por doação do NIDDKD, E.U.A.

- Segundo anticorpo produzido em cabras, anti-gama globulina

de coelho, por Radioassay System Laboratories -RSL- (Lote

2R2 MBC) e distribuído por ICN Biomedicals, Inc., Ca*

lifornia, E.U.A.

- Soro de carneiro anti-soro total de coelho, obtido por

doação da Dra. Maria Siqueira, Instituto Biológico, São

Paulo.

- Mistura de soro humano de referência, estabelecida no

Laboratório de Analises Clinicas da Faculdade de Farmácia

• Bioquímica da USP e obtida por doação do Dr. Mario

Hirata.
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2.3. PRODUTOS QUÍMICOS

- Ácido tricloroacético, Merck, São Paulo.

- Acetato de sódio, Merck, S&o Paulo.

- Ácido acético glacial, Quimis, São Paulo.

- Ácido clorídrico, P.A., Merck, São Paulo.

- Ácido eti lenodianinotetraacét ico (EDTA), P.A. Cario Erba,

São Paulo.

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

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

- Amido Schwartz 10B, Merck, São Paulo.

- Azida sódica, Merck, São Paulo.

- Azul brilhante coonassie R250, Merck, São Paulo.

- Azul de bromofenol, Merck, São Paulo.

- Azul dextran 2000, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,

Suécia.

- Bicarbonato de sódio, P.A., Cario Erba, São Paulo.

- Cloramina T, P.A., Merck, São Paulo.

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

E.U.A..

- Cloreto de sódio, P.A., Grupo Química, Rio de Janeiro.

- Cloreto de sódio, P.A., Merck, São Paulo.

- DEAE-celulose, Whatman, Maidstone, Inglaterra.

- Fosfato de potássio monobásico e dibásico, P.A., Merck,

São Paulo.

- Fosfato de sódio monobásico e dibásico, P.A., Merck, São

Paulo.

- Clicina, P.A., Merck, São Paulo.

- Hidróxido de sódio, P.A., Cario Erba, São Paulo.

da «Adia. P.X.. UmraV. fila Pauta.
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Hetabissulfito de sódio, P.A., Merck, São Paulo.

Na125I en hidróxido de sódio 0,1 N, New England Nuclear,

Boston, E.U.A..

Na125I em hidróxido de sódio 0,1 M, Du Pont,

Massachusetts, E.U.A.

Na125I en hidróxido de sódio 0,1 N, Amersham International

pic, 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, São Paulo.

Sacarose en cristais, P.A., Merck, São Paulo.

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

Sephadex 6-50 médio, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,

Suécia.

Sulfato de cobre, Merck, Sio Paulo,.

Sulfato de sódio, Baker Analyzed' Reagent, New Jersey,

E.U.A.

Tartarato de sódio e potássio, Merck, São Paulo.

Thimerosal, Queel, São Paulo.

Thimerosal, Sigma Chemicals Company, St. Louis, E.U.A..

Tris-hidroximetil-aminometano (TRIS), P.A., Merck, São

Paulo
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2.4. SOLUÇÕES -

2.4.1. SOLUÇÕES EMPREGADAS MA OBTENÇÃO DA ZgO DE COELHOS:

- Soluçlo de hidróxido de sódio a 10%: 30 g en 300 ml

de água destilada.

- Reativo de Biureto:

Sulfato de cobre pentahidratado l,50 g

Tartarato de sódio e potássio tetrahidratado..6,00 g

Soluçáo de hidróxido de sódio & 10% 300,00 ml

Água destilada g.s.p 1,00 1

- Tanpáo fosfato de potássio 0,1 N, pH 8,0:

Fosfato de potássio monobásico 13,62 g

Hidróxido de sódio 4,00 g

Água destilada q. s.p 1,00 1

- Tampáo fosfato de potássio 0,01 N, pH 8,0:

Fosfato de potássio nonobásico, 0,1443 g

Fosfato de potássio dibásico 3,2999 g

Água destilada q.s.p 1,0000 1

- Sulfato de sódio a 18%: 18 g em 100 ml de água

destilada.

- Soluçáo fisiológica: 9 g de cloreto de sódio en 1 1

de água destilada.
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2.«.2. 8OLUÇÕE8 EMPREGADAS NA IMUN0ELBTR0F0RE8B E NA IMUNODIFUSÃO

- Solução de ácido clorídrico 1 M: 9 ml do concentrado

em 100 ml de água destilada.

- Solução fisiológica a 0,9%: 9 g de cloreto de sódio

em 1 1 de água destilada

- Tampão TRIS-acetato 0,113 N, pH 8,6:

TRIS 6,075 g

Acetado de sódio trihidratado 6,804 g

Ácido clorídrico 1 N 13,300 ml

Água destilada q.s.p 1,000 1

- Solução de agar a 1%: 1 g de agar purificado em 100

ml de água destilada.

- TampSo TRIS-acetato 0,06 M, pH 8,6: 600 ml de tampão

TRIS-acetato 0,113 M, pH 8,6 em 1 1 de água

destilada.

- Solução de agar a 3%: 3 g de agar purificado em 100

ml de tampão TRIS-acetato 0,06 M, pH 8,6.

- Solução de agar a 3t em solução fisiológica: 3 g de

agar purificado em 100 ml de solução fisiológica.
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- SoluçSo corante: ~

Amido Schwartz 10B 2,00 g

Ácido acético glacial 50,00 ai

Água destilada g.s.p 500,00 si

- Solução descorante: 50 ml de ácido acético glacial em

1 1 de água destilada.

2.4.3. SOLUÇÕES EMPREGADAS HA ELBTROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDAt

- Ácido clorídrico IN: 9 ml do concentrado para 100 ml

de água destilada.

- SoluçSo A, pH 8,9:

TRIS 36,60 g

TEMED 0,23 ml

Ácido clorídrico 1 N 48,00 ai

Água destilada q.s.p 100,00 ml

- Solução C:

Acrilaroida 28,00 g

Bis-acrilamida .0,74 g

Água destilada q.s.p 100,00 ml

- Solução E:

Ribof lavina 4,00 g

Água destilada..... 100,00 ml
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Solução F:

Sacarose 20,00 g

Água destilada q.s.p 100,00 ml

Solução para polinerização (poliacrilamida a 7%):

Solução A ....1,00 ml

Solução C 2,00 Bi

Solução E 1,00 ml

Água destilada 4,00 ml

Tampão TRIS-glicina 0,4 M, pH 8,3:

TRIS 6,00 g

Glicina 28,80 g

Água destilada q.s.p 100,CO ml

Diluído 10 vezes em água destilada imediatamente

antes do uso.

Solução de azul de bromofenol: 0,1 mg em 100 ml de

água destilada.

TCA a 12,5%: 12,5 g em 100 ml de água destilada.

Solução de "coomassie blue" a 0,2%:

NCoomassie blue" 0,20 g

Btanol 45,00 ml

Ácido acético glacial 10,00 ml

Água destilada q.s.p ......45,00 ml



24

- Soluçio de "coomassie blue" a 0,05%: 10 ml da solução

de "coomassie blue11 a 0,2% em 30 ai de ácido acético

a 7%.

- Soluçio descorante (ácido acético glacial a 7%): 7 ml

de ácido acético glacial em 100 ml de água.

2.4.4. 8OLOÇÕE8 EMPREGADAS MA RADIOIODAÇÃO DO hTSBl

- Fosfo-salina (tampão fosfato de sódio 0,01 M, pH 7,6,

Nad 0,15 M e thimerosal 0,01%):

Fosfato de sódio monobásico hidratado 0,18 g

Fosfato de sódio dibásico âihidrataâo 1,55 g

Cloreto de sódio 8,50 g

Thimerosal.... 0,10 g

Água destilaâa q.s.p 1,00 1

- Tampão fosfato âe sóâio 0,5 N, pH 7,4:

Fosfato de sódio monobásico monohidratado....12,97 g

Fosfato de sódio dibásico dodecahidratado...145,07 g

Água âestilaâa q.s.p 1,00 1

- Tampão fosofato de sódio 0,05 M, pH 7,4:

Preparado a partir do tampão fosfato de sódio 0,5 H,

pH 7,4 diluído 10 vezes em água destilada.
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2.4.*. SOLUÇÃO EMPREGADA MA PURIFICAÇÃO DO hTSH RADIOIODADO

(eromatografia em Sephadex G-100)t

- Tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,4 (conforme

preparado para radioiodaç&o), contendo 0,1% de AB e

0,02% de azida sódica:

AB 1,00 g

Az ida sódica 0,20 g

Tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,4 q.s.p..l,00 1

2.4.6. SOLUÇÕES EMPREGADAS MO RIB DE hTSH:

- Fosfo-salina conforme preparada para radioiodaç&o.

- Solução de EDTA 0,1 M:

EDTA 18,61 g

Fosfo-salina 500,00 ml

- Fosfo-salina-EDTA (tampão de ensaio):

EDTA 0,1 M 10,00 ml

Fosfo-salina q.s.p 100,00 ml

Adicionado 1,00 ml de SCN ã solução imediatamente

antes do uso.

2.4.7. SOLUÇÕES EMPREGADAS NA CARACTERIZAÇÃO DOS ANTIS8ORO8

PRODUZIDOS:

- Tampão de ensaio com SCN na diluição de 1:100:

Item 2.4.6.
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Tampão de ensaio com SCN na diluição de 1:200:

EDTA 0,1 N 10,00 ml

Fosfo-salina q.s.p 100,00 ml

Adicionando 0,50 ml de SCN à solução imediatamente

antes do uso.

Tampão de ensaio com SCN na diluição de 1:300:

EDTA 0,1 N 10, 00 ml

Fosfo-salina q.s.p 100,00 ml

Adicionando 0,34 ml de SCN & solução imediatamente

antes do uso.

Tampão de ensaio com SCN na diluição de 1:400:

EDTA 0,1 M 10,00 ml

Fosfo-salina q.s.p 100,00 ml

Adicionando 0,25 rol de SCN ft solução imediatamente

antes do uso.

Tampão de ensaio com SCN na diluição de 1:500:

EDTA 0,1 M 10,00 ml

Fosfo-salina q.s.p 100,00 ml

Adicionando 0,20 ml de SCN A solução imediatamente

antes do uso.
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3 - MÊT0D08

3.1. OBTENÇÃO DA IgO DB COELHOS

3.1.1. AMALXBB DO SORO

Utilizou-se soro de coelhos Nova Zelândia adultos, obtido

por sangria via punção cardíaca de animais provenientes dos bioté-

rios do IPEN-CNEN/SP, Instituto Butantan (IB) e Instituto de Medici-

na Tropical de São Paulo (IMT).

A normalidade do soro empregado foi confirmada pela deter-

minação da concentração de proteínas totais do soro procedente das

várias sangrias, pelo método de Gomai 1 e cols. (33). Para tanto,

utilizou-se uma mistura de soro humano estabelecida como padrão, com

concentração de 8,0 g%.

O principio do método baseia-se na capacidade das proteínas

reagirem com ions cúpricos em meio alcalino, formando um complexo de

coloração violeta, cuja intensidade é diretamente proporcional ft

concentração de proteína existente na amostra, detectável a 555 nm

(reação do Biureto).

A reação foi realizada em tubos de ensaio de vidro, com di-

mensões de 10 mm x 75 mm, marcados com A (amostra), P (padrão) e B

(branco), onde pipetou-se respectivamente, 50 ul de soro (A), 50 ul

do padrão (P) e 50 ul de água destilada (B). Em seguida, foram adi-

cionados a cada um dos tubos 3,0 ml do reativo de Biureto e as amos-

tras foram homogeneizadas por inversões repetidas do tubo de ensaio,

vedando-se as extremidades com membrana adesiva do tipo "Parafilm".

Após um tempo mínimo de 15 minutos â 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 concentração de proteínas totais, presente nas amostras,

foi obtida pela seguinte equação:

A

x C «= gramas de proteínas totais em 100 ml de soro.

P

onde:

A * Absorbáncia da amostra

P « Absorbáncia do padrão

C * Concentração do padrão (g%)

3.1.2. PRECIPITAÇÃO DAS IMUNOGLOBULINAS 8ÍRICA8

As frações globulinicas foram separadas a partir de 800 ml

de soro pela precipitação com sulfato de sódio (21). Realizou-se uma

primeira precipitação com sulfato de sódio a 18%, permanecendo esta

solução a temperatura ambiente por 20 horas e por mais duas horas a

37SC. A seguir, a solução foi submetida à centrifugação a 650 G du-

rante 15 minutos a 4*C, sendo o sobrenadante reservado e o precipi-

tado reconstituído com 320 ml de tampão fosfato de potássio 0,1 M,

pH 8,0.

Foi realizada uma segunda precipitação com sulfato de sódio

a 12%, sendo novamente o precipitado separado e reservado um segundo

sobrenadante. Este precipitado foi então reconstituído com 160 ml do

mesmo tampão fosfato de potássio e centrifugado nas mesmas condi-

ções. 0 precipitado foi reservado e o sobrenadante foi reprecipitado

juntamente com os demais, com sulfato de sódio a 12% e centrifugado.
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O sobrenadante foi desprezado e o precipitado, juntamente com aquele

reservado anteriormente, foi dialisado contra o mesmo tampão fosfato

de potássio.

Após nova diálise contra tampão fosfato de potássio 0,01 M,

pH 8,0, concentrou-se o material por meio de membrana Diaflo PM 30

em sistema de ultrafiltracão Amicon.

3.1.3. PURIFICAÇÃO DA IgO

Após a precipitação das globulinas séricas, a fração cor-

respondente a IgG foi então purificada por cromatografia de troca

iônica 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

um lote de DEAE-celulose, armazenado por quase 20 anos nos laborató-

rios do IPEN-CNEN/SP.

Para tanto, adicionou-se à DEAE-celulose tampão fosfato de

potássio 0,1 M, pH 8,0 sob agitação, até a mistura resultante (celu-

lose e tampão) atingir o pH 8,0. Após a retirada das partículas fi-

nas com ajuda de bomba de vácuo, a celulose foi lavada com tampão

fosfato de potássio 0,01 H, pH 8,0 e em seguida empacotada em coluna

de vidro de dimensões de 7,0 cm de altura e 1,0 cm de diâmetro,

mantida sob refrigeração a 4>C.

A coluna foi equilibrada com cerca de 500 ml do mesmo tam-

pão fosfato de potássio, empregando-se fluxo de 45 ml/h. A amostra

foi elulda nesse mesmo tampão de equilíbrio da coluna, empregando-se

fluxo de 60 ml/h, sendo coletadas frações de 1,7 ml cada.

A cromatografia foi acompanhada pela quantificação da con-

centração protéica das frações através de leitura espectrofotométri-
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ca no feixe de luz de 280 na. 0 final da eluiçáo foi determinado pe-

la diminuição da absorbância até aproximadamente o mesmo valor do

branco (tampão de eluição).

Confirmada a adequação do uso dessa celulose, realizou-se a

purificação do restante do material empregando-se uma coluna de

maiores dimensões, 25,0 cm de altura e 2,5 cm de diâmetro e cole-

tando-se, nas mesmas condições descritas anteriormente, frações de 4

ml cada.

As frações relativas ao pico protèico foram reunidas e re-

precipitadas com sulfato de sódio a 18%, permanecendo esta solução

por 24 horas a 37»C, antes do precipitado ser separado por centrifu-

gação a 650 6, durante 15 minutos a temperatura ambiente. A fim de

se remover as impurezas que ainda pudessem estar presentes, o preci-

pitado foi lavado três vezes consecutivas com uma solução de sulfato

de sódio a 18% em água destilada, sendo cada lavagem sucedida por

centrifugação nas mesmas condições. O material assim obtido foi ini-

cialmente dialisado contra água destilada para a retirada do sulfato

e a seguir contra solução fisiológica.

As soluções de IgG, resultantes das duas purificações, fo-

ram reunidas e concentradas em membrana de diálise envolvido por

Sephadex G-50 seco, a 4«C. Foram realizadas diversas trocas do

Sephadex ao longo de 24 horas.

Depois de devidamente concentrada, a solução final de IgG

foi esterilizada, sob fluxo laminar, com filtro de poros de 0,22 u

de diâmetro. Ainda sob fluxo laminar, ela foi dividida em alíquotas,

sendo armazenda em ampolas estéreis inicialmente a -20«C por 6 me-

ses, que foram depois transferidas para -80«C.

A Figura 4 apresenta um diagrama dos procedimentos emprega-

dos no isolamento e purificação da IgG de coelho.
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3.1.4. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO PROTÊICA

A concentração protéica foi avaliada pelo método do Biureto

'(33) durante as diferentes etapas de purificação.

Para a reação do Biureto adicionaram-se 0,95 ml de água

destilada e 1,50 ml de reativo de Biureto aos tubos de ensaio de vi-

dro, com dimensões de 10 x 75 mm, que continham 0,05 ml da amostra.

Após agitação por inversão, os tubos foram mantidos a 37«c por 30

minutos. Em seguida, determinou-se a densidade óptica a 555 nm,

ajustando-se o zero do aparelho com o branco (1,00 ml de água desti-

lada) acrescido do reativo de Biureto (1,5 ml).

A concentração das proteínas totais na amostra, foi calcu-

lada empregando-se o seguinte fator:

0,07 D.O. 0,625 ug de proteína em 0,05 ml da amostra

onde:

D.O. • Densidade óptica no comprimento de onda a 555 nm.

3.1.5. AVALIAÇÃO DA

A IgG de coelhos assim obtida foi avaliada quanto & 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 de poliacrilamida (EGPA) a 7% desenvolvida de acor

do com o método de Davis (20).
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3.1.5.1. IMUNOELETROFORESE

Inicialmente, lâminas de microscopia de 25 x 75 mm de di-

mensões, foram recobertas com 1 ml de agar a 1% em ãgua destilada e

secas em estufa a 18O°C. Apôs a secagem, 3 ml de agar a 3% em tampão

TRIS-acetato 0,06 M, pH 8,6 foram distribuídos sobre as lâminas já

revestidas, sendo mantidas a 4°C por alguns segundos. Em seguida,

foi feita uma canaleta na região mediana da lâmina, com 1 mm de lar-

gura e 65 mm de comprimento e dois orifícios de 1 mm de diâmetro ca-

da, posicionados no centro da lâmina. Esses orifícios foram dispos-

tos a uma distância de 4 mm da canaleta de forma que a mesma ficasse

entre os dois. O gel dos orifícios e da canaleta foi retirado com o

auxilio de pipeta Pasteur acoplada a bomba de vácuo.

Com o auxílio de capilares aplicou-se a IgG purificada no

orifício superior e preencheu-se o orifício inferior com soro de

coelho normal.

As lâminas foram então colocadas na cuba de imunoeletrofo-

rese e a corrida eletroforêtica foi desenvolvida em o tampão TRIS-

acetato 0,113 M, pH 8,6, com corrente elétrica de 6 mA por lâmina a

temperatura ambiente por 90 minutos. A seguir as lâminas foram re-

tiradas da cuba e aplicado na canaleta, por meio de capilares, o so-

ro de carneiro anti-soro total de coelho.

Essas lâminas permaneceram em câmara úmida a 4°C por 48 ho-

ras e após esse período elas foram lavadas cerca de 10 vezes com so-

lução salina e por mais 10 vezes com água destilada. Em seguida,

elas foram embrulhadas em papel-filtro úmido e levadas para estufa a

180°C até secagem do papel. Essa operação de secagem em papel-filtro

foi repetida e a seguir as lâminas 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 lâminas foram coradas com so-

lução a base de amido Schwartz (negro) por 10 minutos e descoradas

com ácido acético glacial a 5%.

3.1.5.2. EGPA

Utilizaram-se tubos cilíndricos de vidro de 5 mm de diâme-

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 posição ver-

tical.

A solução de polimerização (poliacrilamida a 7%), foi

transferida com pipeta automática para os tubos, mantendo-se uma al-

tura uniforme de aproximadamente 9 cm em todos eles. Para evitar a

formação de menisco na extremidade superior dos géis, adicionaram-se

sobre a solução cerca de 100 ul de água destilada; de forma a asse-

gurar obtenção de bandas perfeitamente horizontais na separação ele-

troforética.

A seguir, os tubos foram expostos a cerca de 7 cm de uma

lâmpada fluorescente de 15 Watts durante 4 5 minutos a 4°C, para per-

mitir a polimerização do gel. Finda sua polimerização, a água desti-

lada foi retirada com a ajuda de papel absorvente e as amostras fo-

ram aplicadas por meio de pipetas automáticas.

Adicionaram-se cerca de 30 ul da solução F para aumentar a

densidade das amostras e evitar sua mistura com o tampão de corrida

antes do inicio da eletroforese. Acrescentaram-se também 10 ul da

solução de azul de bromofenol para indicar o final da corrida (co-

rante traçador-CT). As amostras resultantes foram então homogeneiza-

das por inversões repetidas do tubo cilíndrico de vidro, vedando a

outra extremidade com "Parafilm".



35

Após a retirada do "Parafilm11 de ambas as extremidades, os

tubos foram posicionados verticalmente na cuba eletroforética e com-

pletou-se o espaço acima das amostras de cada tubo com tampão TRIS-

glicina 0,4 M, pH 8,3. Esse mesmo tampão foi empregado para a corri-

da eletroforética.

A corrida foi efetuada com corrente anódica de 2 mA por gel

a 4»C, 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 injeção de água continua, empregando-se seringa

plástica com agulha de aço inoxidável, de modo a aosprender toda a

superfície do gel do tubo.

Em seguida, os géis foram colocados em TCA ã 12,5% por 30

minutos para a precipitação das proteínas, corados com "coomassie

blue" a 0,05% e descorados com ácido ácetico glacial a 7%.
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3.2. OBTENÇÃO DO 8ORO DB CARNEIRO ANTI-IçO OB COELHO

3.2.1. ANIMAIS

Para a produção 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 São Paulo

(IZSA-SP)- Esses ovinos permaneceram alojados no Biotério de animais

de grande porte do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade

de São Paulo (USP) (Tabela 2). A Figura 5 apresenta a fotografia de

um desses animais, antes de se iniciar sua imunização.

Ap6s um período de adaptação de 15 dias, coletaram-se amos-

tras de sangue e de fezes dos ovinos para a realização de exames he-

matológico e parasitológico de fezes, na Faculdade de Medicina Vete-

rinária e Zootecnia (FMVZ) da USP, a fim de se verificar o estado

geral de saúde dos animais. Na Tabela 3 são exibidos os resultados

desses exames.

Dois animais (146 e 163), cujos exames acusaram resultados

positivos para nematóide (1050 ovos de Strongyloidea sp por grama de

fezes) e protozoário (2950 oocistos de Cocdúíã) foram tratados com

vermifugo à base de sulfa e de albendazole. 0 albendazole 6 uma

droga pertencente ao grupo dos benzimidazoles, caracterizada por

apresentar alto índice terapêutico como um agente anti-helmíntico

polivalente (3). Durante o tratamento, o animal 146 também apresen-

tou problemas nas vias aéreas superiores, sendo medicado com anti-

biótico. Esses dois animais s6 foram submetidos A experimentação

após terem se recuperado plenamente, o que foi confirmado por meio

de exames clínicos e laboratoriais.

A Tabela 4 exibe os resultados das dosagens de proteínas
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Tabela 2 - Identificação e procedência dos ovinos empregados na

produção do segundo anticorpo.

Nome Raça Procedência

Cacau 146 Morada Nova Posto de Ovinos e Caprinos

de Itapetininga do IZSA/SP

Cacto 163 Morada Nova Posto de Ovinos e Caprinos

de Itapetininga do IZSA/SP

Dado 249 Santa Inês Centro Estadual de Pesquisa

Aplicada em Sericicultura

do IZSA/SP

Debilitado 285 Santa Inês 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 hematoiógico (proteínas totais,

albumina e hemograma) e parasitolõgico de fezes dos

ovinos.

Animal ns 146 163 249 285

Exames

PROTEÍNAS TOTAIS (g%) 5,8 5,0 5,8 5,8

ALBUMINA (g%) 2,6 2,3 2,7 3,2

SÉRIE VERMELHA:

Hemácias x IO6/mm3 9,1 9,4 8,9 9,2

Hematrócrito (%) 33 33 31 34

Hemoglobina (g%) 11,4 10,9 10,7 11,5

VCM (U3) 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

SÉRIE LEUCOCITÂRIA:

Leucócitos X 103/»iun3 9,1 4,3 5,9 6,0

Neutrôfiolos:

segmentados (%) 62 34 39 54

Eosinófilos (%) 5 l 1 1

LinfÓcitoS (%) 33 57 54 43

Monócitos (%) 0 8 6 2

Coccídíã (nfi de oocisto) 2950 250 50 800

Strongyloidea sp (ovos/g) 660 1050 100 100

VCM • Volume corpuscular médio.
HCM • Hemoglobina corpuscular média. _
CHCM « Concentração de hemoglobina corpuscular média.
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Tabela 4 - Resultados dos exames hematológico (proteínas totais e

albumina) e parasitolõgico de fezes dos ovinos, após

tratamento das verminoses.

Animais

Exames

146 163 249 285

PROTEÍNAS TOTAIS (g%) 6,3 5,9 5,8 5,8

ALBUMINA (9%) 3,0 2,6 2,7 3,2

Coccidia (n& de oocistos) 0

Strongyloídea sp (ovos/g) o 100 100
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totais e albumina dos quatro animais, cujos valores são compatíveis

com o padrão de normalidade para ovinos descrito na literatura (66).

Nessa tabela s&o também exibidos os resultados dos exames parasito-

lógico de fezes desses animais em que se observa a ausência de oo-

cistos de Coccidia e a diminuição significativa de ovos de Strongy-

loidea sp.

3.2.2. ESQUEMA DE IMUNIZAÇÃO

Os antissoros anti-IgG de coelho foram obtidos nos ovinos,

empregando-se a técnica de imunização baseada em injeções múltiplas

descrita por Vatukaitis e cols. (80). Os animais foram injetados

subcutaneamente com dois ml de uma emulsão formada por volumes

iguais de solução fisiológica contendo 500 ug da IgG de coelho e de

Adjuvante de Freünd Completo (AFC), distribuídos em 20 pontos da

região paraesternal, rica em gânglios linfáticos. A cada 20 dias es-

sas injeções foram repetidas, sempre próximas aos sítios em que foi

realizada a imunização primária.

Dez dias após cada injeção de reforço colheram-se amostras

de sangue de 40 ml pela veia jugular dos animais, para avaliação do

titulo dos antissoros.

Sangrias de volumes maiores foram efetuadas pela mesma via

a cada quatro injeções de reforço, compreendendo cerca de 1,5 1 em

duas colheitas espaçadas de tree dias. Essas colheitas foram reali-

zadas em condições estéreis, com o auxilio de frascos â vácuo de 500

ml • equipos para colheita de sangue. 0 sangue colhido foi mantido

por duas horas em banho a 37 ec e a seguir permaneceu a temperatura

ambiente até a completa retração do coágulo. 0 soro foi separado sob

fluxo laminar, após centrifugação do sangue a 775 6 durante 10 minu-
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tos a 40C em frascos estéreis. Os antissoros obtidos foram armazena-

dos em frascos estéreis a -40C.

Ap6s cada uma dessas sangrias de grandes volumes, antes de

serem reimunizados, os animais permaneceram em descanso durante 70

dias na primeira vez e por 140 dias na segunda.

Logo após a sangria que sucedeu a quinta injeção de refor-

ço, o ovino 146 apresentou um cálculo uretral. Esse cálculo foi ex-

traído por meio de intervençSo cirúrgica com remoção do apêndice

vermiforme, no Hospital Veterinário da FMVZUSP. Consequentemente,

durante o período em que esteve enfermo este animal náo recebeu

aquela que corresponderia ft sexta injeção de reforço.

Depois de completamente recuperado é que foi submetido no-

vamente ft experimentação. Entretanto, após a sangria que sucedeu a

nona injeção de reforço, ele apresentou recidiva de urolitiase. Des-

ta feita, devido a sua localização, o cálculo urinário necessitou

ser removido por uma segunda intervenção cirúrgica, uretrocistotomia

e castração do animal. Por causa da sequela do próprio procedimento

cirúrgico, este ovino deixou de ser experimentado.

Durante o segundo período de descanso, o ovino 285 também

apresentou urolitiase, pores, com ruptura de bexiga e coleção de

urina a nível de subcutáneo na porção ventral do abdomen e membros

pélvicos. Por indicação do médico veterinário o animal foi sacrifi-

cado, ocasião em que foram colhidos 1,5 1 de sangue da veia jugular.

Nesse mesmo período, o ovino 249 veio subtamente a óbito,

não sendo possível colher seu sangue e nem realizar a autópsia para

a determinação da causa morte. Devido esse incidente, foram repeti-

dos 00 exames hematológico e parasitológico de fezes nos ovinos re-

manescentes, cujos resultados, dentro do padrão de normalidade para

a espécie (Tabela 5), indicaram náo haver nenhum processo infeccioso
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Tabela 5 - Resultados dos exames hematológico (hemograma) e

parasitológico de fezes dos ovinos 146 e 163.

Animal no 146 163

Exames

SÉRIE VERMELHA:

Hemácias x 106/mm3 11,9 13,3

Hematrócrito (%) 34,0 45,0

Hemoglobina (gt) 12,0 16,2

VCM (U3) 28,6 33,8

HCM (yy) 10,1 12,2

CHCM (%) 35,0 36,0

SÉRIE LEUCOCITÃRIA:

Leuc6citos x 103/mm3 5,2 5,1

Neutrófiolos:

segmentados (%) 38,0 72,0

bastonetes (%) 0 1,0

Eosinófilos (%) 8,0 5,0

Basófilos (%) 1,0 0

Linfócitos (%) 50,0 19,0

Monócitos (%) 3,0 3,0

Coccldia (n« de oocisto) 0 0

Strongyloidea sp (ovos/g) 0 0

VCM * Volume corpuscular médio.
HCM « Hemoglobina corpuscular média.
CHCM • Concentração de hemoglobina corpuscular média.
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e contagioso e nem parasitária que pudesse ter sido transmitido pelo

ovino 249.

Até o aparecimento do primeiro cálculo no ovino 146, todos

os animais estavam sendo alimentados exclusivamente com raçáo. Como

o excesso de carboidratos da raçáo poderia ter desencadeado este

problema, passou-se a oferecer capim juntamente com a raçáo. A par-

tir do segundo período de descanso o capim constituiu a única fonte

de alimento dos animais. Quando o capim náo era disponível acrescen-

tava-se cloreto de amônia & raçáo (200 mg/Kg do animal), a fim de

acidificar a urina para impedir a formação de cristais.
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3.3. AVALIAÇÃO DO8 AMTI88ORO8 DE CARNEIRO ANTI-IgO DE COELBO

Os antissoros obtidos nos carneiros contra a IgG de coelho

foram sempre avaliados em comparação com um segundo anticorpo para

RIE de qualidade conhecida, produzido em cabras pela Radioassay Sys-

tems Laboratories (RSL), EUA. Essas avaliações referem-se a determi-

nação de seu título, da concentraç&o ideal de IgG carreadora, estudo

da cinêtica de precipitação e confirmação da inexistência de reação

cruzada com a IgG humana.

3.3.1. DETERMINAÇÃO DO TÍTULO DO8 ANTI8SORO8

O titulo dos antissoros provenientes das diferentes san-

grias foi determinado em comparação com aquele 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

foi estimado pela imunodifusão, segundo o método de Ouchterlony

(62), relatado adiante no item 3.3.1.2. Calculou-se a correlação 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 separação do ensaio, foi

adaptado para o método do duplo anticorpo, seguindo as especifica-

ções do uso do anticorpo da RSL.
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Para tanto, adicionou-se 1% de soro de coelho normal no

tampão de ensaio, correspondendo a uma quantidade de IgG carreadora

de 0,016% (48), acima daquela mínima recomendada pela RSL de 0,005%.

Empregou-se 0,1 ml do segundo anticorpo e incubação por 90 minutos a

temperatura ambiente, sendo o tempo mínimo de incubação recomendado

pela RSL de 1 hora a essa mesma temperatura.

Empregaram-se na realização do RIE os reagentes biológicos

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 4«C: 0,1 ml de tampão de ensaio, 0,1 ml do

primeiro anticorpo na diluição que liga aproximadamente 50% do antí-

geno marcado (item 3.3.1.1.2.) e 0,1 ml do traçador (item

3.3.1.1.1.). O traçador foi empregado na diluição estabelecida para

obter atividade em torno de 10.000 cpm por tubo, quando da determi-

nação da ótima diluição do primeiro anticorpo.

As amostras foram incubadas em quadruplicate, em tubos de

polipropileno, para cada uma das diluições do segundo anticorpo.

Também foram incubadas as amostras referentes a ligação inespeclfi-

ca, nas quais o primeiro anticorpo foi substituido por igual volume

do tampão de ensaio.

A separação foi efetuada adicionando-se o segundo anticorpo

nas seguintes diluições, realizadas no mesmo tampão de ensaio: 1:2,

1:4, 1:8, 1:16 e 1:32. As amostras foram incubadas por mais 90 minu-

tos a temperatura ambiente e após a adição de 2 ml de água destila-

da, elas foram homogeneizadas em "vórtex" e centrifugada a 4»C, du-

rante 15 minutos a 1200 6. Os sobrenadantes foram descartados, ver-

tendo-se os tubos, e as atividades foram determinadas em contador de

radiação gama.
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Os resultados do ensaio foram estimados a partir dos dados

obtidos na determinação da radioatividade das amostras presentes nos

tubos de polipropileno, antes (contagem - média de 10 amostras) e
0

após a precipitação das frações ligadas ao segundo anticorpo.

Determinou-se, portanto, a percentagem de ligação do traça-

dor (125I-hTSH) ao seu anticorpo especifico (anti-hTSH), precipitado

pela técnica do duplo anticorpo, para cada replicata das diferentes

amostras com referência a contagem total (B/T), segundo a relação

abaixo:

cpm após a precipitação

% de ligação • x 100

cpm antes da precipitação

Foram calculados a média e o desvio padrão (DP) dos valores

das ligações de cada amostra, aceitando-se valores de replicatas

compreendidos entre dois DP. Esses valores foram corrigidos pela

subtração daqueles referentes a ligação inespecifica.

As curvas de titulo foram traçadas em papel milimetrado,

relacionando as percentagens de ligação com as respectivas diluições

do segundo anticorpo. A partir dessas curvas estabeleceu-se o título

dos antissoros, que forneceu uma precipitação máxima da fração liga-

da do ensaio, numa região de platõ (ligação antigeno marcado-primei-

ro anticorpo em torno de 50%).

3.3.1.1.1. PREPARO 00 TRAÇADOR

0 traçador foi preparado a partir do hTSH-I6 e hTSH-I7 al-

tamente purificados, fornecidos pelo NIDDKD na forma liofilizada pa-

ra serem utilizados com esta finalidade. Estas preparações apresen-
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feavam respectivamente potência radioimunológica de 6,6 Ul/mg e 6,7

Ul/mg para o hTSH-I6 e hTSH-I7, com relação ao padrão internacional

estabelecido pela Organização Mundial de Saúde em 1969 (WHO hTSH

"iNT- STO. 68/38).

As contaminações, determinadas por RIE, foram 29 IU/mg

(hTSH-I6) e 163 IU/mg (hTSH-I7) para o FSH e 500 IU/mg (hTSH-I6) e

238 IU/mg (hTSH-17) para o LH (42).

3.3.1.1.1.1. TÉCNICA DE ZODAÇÃO DO hTSH

O hTSH foi iodado pelo método de Hunter e Greenwood (44),

modificado no que diz respeito a concentração dos reagentes, empre-

gando-se 125I na forma de iodeto de sódio, livre de carreador e de

agentes redutores*

As radioiodações foram realizadas em capela e a temperatura

ambiente, observando-se as devidas precauções na manipulação do ma-

terial radioativo.

A um tubo de ensaio de vidro, com fundo cónico, de dimen-

sões de 12 x 75 mm, que continha 40 ul de tampão fosfato de sódio

0,5 M, pH 7,4, adicionaram-se sucessivamente:

a - hTSH: 10 ul da solução de concentração de 0,5 mg/ml.

b - Na125I: 29,6 MBq1 (800 uCi2) em volume variável de

acordo com a atividade especifica de cada partida.

c - Cloramina T: 10 ul da solução de concentração de 5

mg/ml.

d - Metablssulfito de sódio: 20 ul da solução de con-

centração de 10 mg/ml.

1 - MBq - nega Beguerel • IO6 desintegrações por segundo.

2 - uCi * micro Currie * 3,7 x IO4 desintegrações por segundo.
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f - Azul -dextran: 1 ml da solução de concentração de 2

mg/ml,

e - Iodeto de potássio: 200 ul da solução de concentração

de 1 mg/nl.

O hTSH foi dissolvido em solução fosfo-salina, enquanto que

os reagentes dos itens c e d foram dissolvidos em tampão fosfato de

sódio 0,05 M, pH 7,4 e aqueles dos últimos Itens foram dissolvidos

nesse mesmo tampão, contendo 0,1% de AB e 0,02% de azida sõdica.

Essas soluções foram adicionadas sob agitação moderada e

continua com o auxilio de um microimã e sobre agitador magnético. O

tempo transcorrido entre a adição do agente oxidante (cloramina T) e

o agente redutor (metabissulfito de sódio) foi de 30 segundos.

Finda a reação, foram retiradas três alíquotas de 10 ul ca-

da, a fim de se estimar a atividade total da marcação, procedendo-se

a seguir a purificação do restante da mistura de reação.

Essas alíquotas foram diluídas 100 vezes no tamp. o de elui-

ção da purificação. De cada uma delas foram retiradas em duplicata

outras alíquotas de 10 ul que tiveram suas atividades determinadas,

juntamente com as respectivas ponteiras.

O tubo de marcação e as ponteiras, usados para retirada das

alíquotas e para aplicação da amostra à coluna de purificação, tam-

bém tiveram suas atividades determinadas a fim de se estimar a recu-

peração da purificação.

A porcentagem dessa recuperação (RP) foi obtida pela fórmu-

la seguinte:

%RP • x 100



so
onde: -

T = Somatória das contagens de todas as frações coletadas na

purificação, multiplicadas pelos respectivos fatores de

diluição. Esses fatores são obtidos pela relação entre o volume

total de cada fração (em torno de 2 ml) e o volume da alíquota

estimada (0,01 ml), (item 3.3.1.1.1.2.)*

A * Atividade aplicada ft coluna, expressa em cpm, calculada pela

seguinte fórmula:

A - A' x VA/VT -D

onde:

VA ™ Volume da mistura de reação aplicado ft coluna.

VT • Volume total da mistura de marcação.

D = Somatória das contagens do tubo da marcação e das ponteiras,

utilizadas para retirada das três alíquotas e para aplicação da

amostra ft coluna.

A' « Atividade total da marcação, expressa em cpm; calculada pela

seguinte fórmula:

A' » C x 100 x VT/VR + P x 100

na qual:

C « Contagem média das três alíquotas de 10 ul (diluídas

100 vezes), estimadas em duplicata.

VT * Volume total da mistura de reação.

VR « Volume das alíquotas retiradas da mistura de reação (10

ul).

P • Somatória das contagens das ponteiras, utilizadas para

retirada das alíquotas diluídas, que apresentaram um

valor maior do que 10% do valor de C.
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3.3.1.1.1.2. PURIFICAÇÃO DO hTSH RADIOIODADO (125I-hTSH)

A purificação do 125I-hTSH foi realizada por cronatografia

'de exclusão molecular em gel de Sephadex 6-100 (71).

O gel previamente intumescido com água destilada durante

aproximadamente 6 horas a 90 »C, foi lavado várias vezes com tampão

fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,4 e em seguida empacotado em coluna de

vidro de dimensões de 45 cm de altura e 2 cm de diâmetro, mantida

sob refrigeração a 4BC.

A coluna foi lavada com o mesmo tampão fosfato de sódio

contendo 0,1% de AB e 0,02% de azida sõdica (tampão de eluiç&o), em

quantidade correspondente a cerca de duas vezes o seu volume.

A mistura da reação foi aplicada à coluna, lavando-se duas

vezes o tubo de marcação com o tampáo de eluiçSo (0,4 ml por vez).

Coletaram-se 120 frações de 2 ml cada, sob fluxo de 12 ml/h

em sistema refrigerado a 4&C, a fim de se prevenir a desnaturação da

molécula proteica pela temperatura.

Retirou-se de cada fração uma alíquota de 10 ul. Essas all-

quotas, colocadas individualmente em ;ones de pa^el alumínio, tive-

ram sua radioatividade determinada em contador gama. A eficiência

dos contadores, determinada pela técnica descrita por Horrocks (39),

foi de aproximadamente 80% com excessão do contador da Abbot que

apresentava eficiência de 65% estabelecida pelo seu fabricante (1).

A partir das contagens obtidas traçou-se o cromatograma da

purificação em escada linear, relacionando-se a radioatividade, ex-

pressa em cpm, com o número da fração.

Procedeu-se, a seguir, a identificação dos picos revelados

no cromatograma, excetuando-se aquele do 1 2 5i livre, que por ter me-

nor massa é a última substância a ser eluida da coluna de purifica-

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

tribuição (Kd) determinados através da fórmula seguinte (71):

Vr - Vo

Kd

Vt - Vo

onde:

Vr « Volume de retenção, correspondente ao volume de eluente que

carrega as moléculas da substância examinada através da coluna,

Vo * Volume intersticial, medido pelo volume de eluição do azul

dextran,

Vt - Volume total da fase móvel, medido pelo volume de eluição do

1 2 5I.

As frações correspondentes ao pico do hTSH radioiodado, re-

conhecido pelo seu Kd, foram reunidas, separadas em alíquotas de 0,5

ml. Elas foram estocadas a -20°C para serem empregadas como traça-

dor, por um período de até 90 dias.

Todos os traçadores foram diluídos em tampão 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 E8PECÍ7ZCA DO TRAÇADOR

A atividade especifica (AE) do 125I-hTSH, expressa em

Bq/ug, foi estimada a partir do rendimento da marcação (27), empre-

gando-se a fórmula seguinte:
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A" X R

AE «

M x 100

onde:

N « Hassa do hormônio radioiodado (5 ug).

A" - Atividade do 125I efetivamente utilizada, calculada a partir da

atividade total da marcaç&o (conforme descrita anteriormente no

item 3.3.1.1.1.1.)/ expressa em cpm e transformada em uCi,

considerando:

- A eficiência do contador gama, dada pela relação cpm/dpm

(desintegração por minuto).

- A equivalência entre 37 KBq (1 uCi) e 2.220.000 dpm.

R - Rendimento percentual da marcação, calculado pela fórmula se-

guinte:

H*

%R • x 100

na qual:

H* - Somatória das contagens das frações correspondentes ao pico do

125I-hTSH.

T - Somatória das contagens de todas as frações coletadas.
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3.3.1.1.2. DETERMINAÇÃO DA ÓTIMA DILUIÇÃO DO PRIMEIRO ANTICORPO

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

que apresentava as percentagens de reação cruzada especificadas

abaixo, com os seguintes hormônios hipofisários (42):

hTSH 100,0000

h beta LPH 1,5935

hPSH 1,0271

hPRL 0,6337

hLH 0,5918

hGH 0,0332

Vasopressina 0,0039

hACTH 0, 0021

Cada frasco recebido, contendo 1 ml de antissoro com titulo

de 1:200 (diluído em solução fosfo-salina contendo 2% de SNC), era

rediluido 10 vezes nessa mesma solução e separado em alíqi <tas de

500 ul, mantidas a -20°C.

0 titulo ideal do antissoro anti-hTSH empregado nos ensaios

foi aquele que permitiu uma ligação especifica de 50% do traçador na

ausência de hTSH "frio" (10).

Esse titulo foi determinado para cada traçador incubando-se

durante 24 horas a 4°C, 0,1 ml do tampão de ensaio (item 2.4.6.) com

0,1 ml do 125I-hTSH (com atividade fixa em torno de 10.000 cpm) e

0,1 ml do antissoro nas seguintes diluições: 1:20.000, 1:200.000,

1:400.000, 1:800.000, 1:1.600.000 e 1:3.200.000.

Tanto as diluições do traçador quanto aquelas do primeiro
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anticorpo foram realizadas no mesmo tampão de ensaio. Foram também

incubadas amostras que estimaram a ligação inespecífica, substituin-

do-se o volume do antissoro pelo mesmo volume de tampão de ensaio.

Os ensaios foram realizados em quadrupicata em tubos de po-

lipropileno. Os traçadores livres foram separados daqueles ligados

ao anticorpo empregando-se o método de separação por imunoprecipita-

ção com o segundo anticorpo comercial importado, produzido por RSL.

A separação foi feita adicionando-se 0,1 ml de segundo an-

ticorpo na diluição recomendada pelo fabricante de 1:5 e incubando-

se por mais 90 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, as fra-

ções livre e ligada ao anticorpo foram separadas e a porcentagem de

ligação das amostras estimada como descrito no item 3.3.1.1.

A partir dos resultados obtidos, traçou-se a curva de titu-

lo do antissoro em papel semi-log, relacionando-se os valores da

percentagem de ligação com aqueles da diluição do antissoro. Deter-

minou-se, pela leitura direta na curva, a diluição do antissoro que

forneceu 50% de ligação com o traçador.

3.3.1.2. ZMUXODZFU0AO PELO MÉTODO DE OÜCHTERLONY

A imunodifusão (62) foi empregada para determinar o título

dos antissoros em comparação com a técnica de RIE. Essa análise com-

parativa foi realizada com o antissoro obtido do ovino 285 nas oito

sangrias a que foi submetido.

Para a realização da imunodifusáo, oito lâminas de micros-

copia com dimensões de 25 cm x 75 cm, foram inicialmente revestidas

com 1 Dl de agar a 1% em água e secas em estufa a 180°C. Após a se-

cagem, 3 ml de agar a 2% em soluçio fisiológica foram distribuídos

sobre as lâminas, sendo então mantidas por alguns segundos no conge-
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lador. En seguida, com o auxilio de um molde, foram cavadas duas

rosetas no gel, sobre uma mesma lâmina. Cada uma delas era formada

por seis orifícios, de 2 mm de di&metro, dispostos isometricamente a

uma distância de l cm de um orifício central, de igual dimensão.

O antígeno (igG de coelho purificada) foi colocado no ori-

fício central de ambas rosetas, na concentração de 0,5 mg/ml, en-

quanto que o antissoro foi distribuído nos orifícios periféricos nas

diluições seriadas de 1:1 a 1:32 na roseta da esquerda e diluído a

1:64 a 1:256 naquela da direta.

As lâminas permaneceram a 4°C por 48 horas em câmara úmida,

apôs o que foram lavadas 10 vezes com solução fisiológica e por mais

10 vezes com água destilada. Em seguida, elas foram secas, coradas e

descoradas conforme descrito anteriormente no item 3.1.5.1.

Após a descoloração, as bandas contendo os complexos imunes

puderam ser evidenciadas. Foram estimados os títulos correspondentes

a maior diluição, que apresentou uma linha de precipitação uniforme.

Em cada uma das lâminas avaliou-se o título do antissoro

obtido numa das oito sangrias do ovino 285.

3.3.2. DETERMINAÇÃO DA LZOAÇÃO ZNE8PECÍFZCA DO RIE

Os valores das ligações inespecificas fornecidas pelos an-

ticorpos produzidos neste trabalho, foram comparados com aquelas do

anticorpo comercial.

Para tanto, as amostras foram incubadas em quadruplicates

em sete ensaios diferentes, realizados com traçadores distintos. O

valor médio para cada antissoro foi calculado, bem como o seu desvio

padrão, permitindo a determinação dos coeficientes de variação.

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 observações não pareadas (23).

3.3.3. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO IDEAL DB ZgG CARREADORA

Os antissoros provenientes das duas colheitas de una mesma

sangria de grande volume, que apresentaram títulos semelhantes, fo-

ram reunidos antes de se determinar a concentração ideal de IgG car*

readora.

A fim de se estabelecer as condições 6timas de precipitação

dos antissoros provenientes das sangrias de grandes volumes, eles

foram empregados na separação do RIE de hTSH na presença de concen-

trações diferentes da IgG carreadora no tampão de ensaio. Esse estu-

do foi realizado em comparação 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

diluídos em solução fosfo-salina contendo EDTA 0,1 M, na presença de

SCN nas diluições seguintes: 1:100, 1:200, 1:300, 1:400 e 1:500.

Como sempre, foram incubadas amostras referentes a ligação

inespecífica para cada una das diluições do segundo anticorpo.

A separação da fração ligada foi realizada conforme descri-

to no item 3.3.1.1., sendo as diluições dos antissoros também efe-

tuadas com o tampão de ensaio contendo SCN, nas concentrações dife-

rentes.

Os cálculos foram efetuados como descrito no item 3.3.1.1.

• as curvas de titulo foram traçadas relacionando-se os valores de

percentages! de ligação con as diluições do segundo anticorpo, combi-

nadas com cada una das diluições do SCN.

Foram estabelecidos os títulos do segundo anticorpo e as
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diluições do soro carreador que forneceram uma precipitação máxima

da fração ligada do ensaio, numa região de platô.

Os antissoros provenientes de sangrias distintas de um mes-

mo animal, que apresentaram características de precipitação simila-

res, foram reunidos antes de se realizar o estudo da cinética de

precipitação.

3.3.4. ESTUDO DA CIMÉTICA DB PRECIPITAÇÃO

Nesse estudo, os antissoros foram empregados na diluição e

na presença de concentração 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. Após um período de incubação do primeiro anticorpo com o traça-

dor de 24 horas a 4«C adicionou-se 0,1 ml do segundo anticorpo. Os

antissoros precipitantes foram então incubados por períodos diferen-

tes que variou de 15 minutos até 6 horas em diferentes temperaturas:

quatro, 20 e 37&C. Foram também incubadas amostras relativas as li-

gações inespeclficas, para cada período e temperatura de incubação

do segundo anticorpo.

O antissoro da RSL foi empregado comparativamente na dilui-

ção de 1:5 e na presença de 1% de SCN, seguindo-se as especificações

de seu fabricante («4). Os cãlculos foram efetuados como mencionado

no item 3.3.1.1.

Para a construção da curva da cinética da reação ajustaram-

se, para cada temperatura, os valores da percentagem de ligação

(B/T) versus o tempo de reação, utilizando-se um programa computa-

cional para análise compartimental e cinética (53), empregando-«e o

seguinte modelo analítico:
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Y(t) - Yo(e~*v>' - e'Vo1 ) [1]

onde:

y « B/T

*1 0 ~ Parâmetro que está relacionado com a constante de dissociação

do complexo.

*2 0 ~ Parâmetro que está relacionado com a constante de associação

da reação.

Yo - Parâmetro de intersecção com o eixo das ordenadas da função

[1) para t • 0.

t - Tempo decorrido em minutos.

Y(t) - Valor da função no tempo t.

A partir dos resultados calculados de Y(t) foram traçadas

as funções teóricas da cinêtica de precipitação, empregando-se o

programa Harvard Graphics (35).

A função [1] atinge o valor de ligação máxima (Vomax) no

tempo Ht]nax
M. Esse valor 6 determinado quando a derivada da função

[1] for igual a zero, isto é:

dY(t)

• *o(k,a e"11^,*1!»»»» - K 2- 9~
k*fi lma* ) « 0, [2]

dt

onde tmax é estimado empregando-se a equação seguinte obtida da ex-

pressão [2]:

,o/*2,o)
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Substituindo-se ^max n a f u n c ã o [!]» obtero-se o valor de

Yomax teórico.

0 grau de incerteza do Yo m a x teórico foi determinado pela

expressão seguinte:

sYo t ^ f e ^ v W sk1Q
 2 + e"2VoW sk2/0

2]

sYmax = Ymax
YO (e ki,olmJX - e K2.0«max ) *

Os valores de Yo_ax foram considerados similares guando não

mostraram diferenças significativas ao nível de p < 0,05, utilizan-

do-se o teste t de Student (23):
Y omax(91) " Yomax(92)

t =
/sn

2+s 2'1 T O2

V
onde:

nl n2

Yomax(01) e Yomax(92) " valores de B/T teóricos para t =

referente a temperatura 8 de incubação;

S1 e S2 - respectivos desvios padrão fornecidos pela expressão [4];

nl e n2 ~ número de amostras, no presente trabalho n̂ ^ = n2 = 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 ligação) foram

submetidas à análises de varíância e ao teste Tukey (75). Foram con-

sideradas curvas similares aquelas que não mostraram diferenças sig-

nificativas ao nível de p < 0,05, em nenhum dos oito pontos experi-

mentais.

Os valores médios das ligações inespecíficas 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 observações não pareadas

(23).
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3.3.5. REAÇÃO CRUZADA COM A XgG HUMANA

A inexistência de reação cruzada dos antissoros precipitan-

tes com a IgG humana foi confirmada pelo método de imunodifusão 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 orifícios periféricos e um cen-

tral.

Os antissoros foram submetidos a diluição seriada de 1:1 a

1:8 em fosfo-salina contendo EDTA 0,1 M e SCN, na diluição previa-

mente estabelecida para cada antissoro (item 3.3.3.), e colocados

nos orifícios periféricos.

Empregou-se como antigeno a gama globulina humana comer-

cial, na mesma concentração do soro humano normal (20 mg/ml), dilui-

da em solução fisiológica a 0,9%, com a qual foi preenchido o orifí-

cio central.

3.3.C. DETERMINAÇÃO DA8 CONDIÇÕES IDEAIS DE ARMAZENAMENTO DOS

ANTIBSOROS PRODUZIDOS

A fim de se determinar a melhor forma de armazenamento dos

antissoros produzidos realizou-se inicialmente uma análise com o an-

tissoro submetido a três tratamentos: congelamento lento, por perma-

nência durante 24 h em congelador a -20°C, congelamento rápido, por

imerslo em nitrogênio liquido (N2) a -190°C e congelamento em N2 se-

guido de liofilizaçáo.

Para essa análise empregou-se uma mistura dos antissoros

provenientes da 5« sangria dos quatro ovinos, a qual foi distribuída

em frascos de vidro com capacidade para_30 ml, em volume de 20 ml

por frasco.
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Apôs a reconstituição com água destilada do antissoro lio-

filizado, essas três amostras do antissoro foram empregadas na di-

luição de 1:2 na separação do RIE, conforme descrito no item

3.3.1.1. A fin de se verificar se a forma de estocagem do segundo

anticorpo poderia interferir na separação das frações livre e ligada

do ensaio, realizaram-se 19 estimativas da percentages! de ligação

(B/T) para cada amostra. Foram também incubadas as amostras que es-

timaram a ligação inespecífica, substituindo-se o volume do primeiro

anticorpo pelo mesmo volume do tampão de ensaio.

Após a separação, os valores médios de B/T foram comparados

empregando-se o teste t de Student para observações pareadas (23).

Avaliou-se a seguir o procedimento de liofilização do an-

tissoro, o qual foi realizado em condições distintas: variando-se o

volume da amostra a ser liofilizada e a capacidade do frasco de vi-

dro empregado na liofilização, bem como a forma de congelamento da

amostra (lenta ou rápida) antecedente à sua liofilização.

Nessa análise empregaram-se misturas dos antissoros prove-

nientes das sangrias teste dos animais, que foram reunidos aleato-

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 após congelamento lento a -20°C ou rápido a -19O°C, conforme

especificado na Tabela 6. Cada análise foi efetuada com uma mistura

de soro diferente, porém a mesma mistura era sempre avaliada antes e

após a liofilização.

Após a liofilizaçáo, os antissoros foram reconstituidos com

água destilada para o seu volume inicial e comparados com antissoro

de igual procedência, que foi submetido a mesma forma de congelamen-

to, porém não liofilizado.
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Tabela 6 - Condições de liofilização empregadas ~no estudo do

armazenamento dos antissoros produzidos.

AMOSTRA

A

B

C

D

E

F

CAPACIDADE TOTAL

DO FRASCO

(ML)

25

30

25

30

25

30

VOLUME DA

AMOSTRA

(ML)

10

10

15

15

20

20

TEMPERATURA DE

CONGELAMENTO

(BC)

- 20

-190

-190

- 20

- 20

-190
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Essa avaliação foi realizada em curva de titulação do

tissoro, para a separação do RIE conforme descrito no item 3.3.1.1.

Verificou-se a existência de similaridade entre as curvas

fornecidas pelos mesmos antissoros não liofilizados e liofilizados,

realizando-se um ajuste prévio dos pares de pontos (% de ligação

versus reciproco do título) ao modelo analítico seguinte:

1
% de ligação - YMX(1 - e" ?) [5]

onde:

Y « B/T

Y.fflax é a porcentagem de ligação máxima teórica,

oi. é um parâmetro exponencial, proporcional â afinidade do

antissoro,

d é a diluição do antissoro.

Os parâmetros e Y m a x foram estimados pelo método não li-

near dos minimos quadrados (t, 24).

As funções experimentais resultantes foram consideradas si-

milares quando ambos os parâmetros ©C e Y D a x não apresentaram dife-

renças significativas ao nivel de p 4 0,05, pelo teste t de Student

(23), dado pela fórmula seguinte:

. Xl " X2

com GL • nx + n2 - 4, onde:

os Indices I e 2 referem-se, respectivamente, aos

dados dos parâmetros ot e Y B a x,

n é o número de pontos experimentais de cada curva

de titulo,

X representa o valor estimado por regressão dos pa-

râmetros, eL ou Ymax contidos na expressão
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S2 representa a variância assimptôtica (24) dos re-

feridos parâmetros,

6L figura como sigla dos graus de liberdade.
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4 - RESULTADOS

4.1. OBTENÇÃO DA IgQ DE COELHOS
#

A concentração média de proteínas totais determinada nas

amostras de soro dos coelhos foi de 6,94 ± 0,63 g%, variando de 6,2

a 8,2 g%, cujos valores individuais estão representados na Tabela 7.

A Tabela 8 apresenta os valores de proteínas totais e res-

pectivos rendimentos percentuais obtidos na purificação da IgG de

coelho.

A Figura 6 exibe os perfis cromatográficos das purificações

de IgG em DEAE celulose, realizadas a partir de 0,5 g (purificação

prévia) e das 3,0 g restantes de proteína. As frações que foram reu-

nidas, correspondem aos picos protéicos obtidos nessas duas cromato-

grafias.

Ao final de todo o procedimento de isolamento e purificação

da IgG de coelho, obteve-se 0,85 g de IgG pura, que correspondeu a

um rendimento final de 1,54% (Tabela 8).

A Figura 7 apresenta o resultado da imunoeletroforese da

IgG, obtida nas duas purificações, frente ao soro de carneiro anti-

soro total de coelho.

Na Figura 8 está exibido o resultado da eletroforese em gel

de poliacrilamida a 7% da IgG obtida nas duas purificações.

As 850 mg de IgG em solução, resultantes dessas duas puri-

ficações, foram distribuídas em ampolas estéreis contendo 10,7 e

21,4 mg cada. Elas foram mantidas inicialmente por seis meses a

-20BC e em seguida foram transferidas para um congelador de ultra

baixa temperatura (-80«C).
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Tabela 7 - Concentração de proteínas totais das amostras séricas

dos coelhos obtidas nas diferentes sangrias.

Amostra

(na)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

IO

11

12

Procedência
dos

animais

IMT

IPEN-CNEN/SP

IPEN-CNEN/SP

IMT

IB

IB, IMT

IB

Volume

(ml)

30

22

20

20

170

280

160

IMT, IPEN-CNEN/SP 40

IPEN-CNEN/SP

IMT

IPEN-CNEN/SP

IPEN-CNEN/SP

Total

20

20

10

10

m 802

Proteínas
totais
(g%)

6,6

7,8

8,2

7,5

6,7

7,1

6,7

6,2

6,6

6,3

6,4

7,2

Média - 6,94
Desvio * ± 0,63
PadrSo

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

animais provenientes de diferentes instituições.
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Tabela 8 - Purificação de IgG de coelha. Valores de proteínas

totais avaliadas pelo método do Biureto e respectivos

rendimentos percentuais.

Etapas de Proteínas Totais Rendimento
Purificação (g)

Soro total 55,20 100

Precipitação com
sulfato de sódio

Cromatografia em
DEAE-celulose

Reprecipitação com
sulfato de sódio

3,50

0,20
1,30

0,11
0,86

6,34

2,71

1,75

Concentração final 0,85 1,54

Os valores das proteínas totais determinados após as etapas de

cromatografia em DEAE-celulose e reprecipitação com sulfato de

sódio, referem-se a purificação prévia (indicados acima) e a pu-

rificação do restante do material (indicados abaixo). Os rendi-

mentos estimados nessas etapas referem-se à somatória dos valo-

res das proteínas totais, obtidos nas duas purificações.
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Figura 6 - Perfis cromatográficos das purificações em DEAE-celulose

das proteínas séricas precipitadas coro sulfato de sódio.

O painel interno refere-se ao perfil obtido na purifi-

caç&o preliminar e o externo representa o perfil obtido

na purificação do restante do material.
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Figura 7 - Padrão Ímunoeletroforético das purificações de IgG

obtidas nas cromatografias em DEAE-celulose. Preparações

obtidas nas purificações preliminar (A) e do restante do

material (B): (1) soro total de coelho; (2) pico eluído

em DEAE-celulose; (3) soro de carneiro anti-soro total de

coelho.
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Figura 8 - Padrão eletroforético em gel de poliacrilamida das pu-

rificações de IgG em DEAE-celulose. 0 gel da esquerda se

refere a purificação preliminar e o da direita a puri-

ficação do restante do material. A seta indica o sentido

de migração eletroforética.
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4.2. OBTENÇÃO DO SORO DE CARNEIRO ANTI-XgO DE COELHO

A Figura 9 apresenta uma fotografia da região paraesternal

do ovino 249, onde pode-se observar a formação de grãnulos (reação

de Arthus) nos locais de injeção do imun6genof visualizada nos qua-

tro animais poucos dias apôs a imunização primária.

A Figura 10 apresenta a evolução dos títulos dos antisso-

ros dos ovinos durante o período em que foram imunizados com a IgG

de coelho. Esses valores foram determinados a partir das curvas de

título construídas para a separação do RIB de hTSH, exibidas adiante

no item 4.3.1.3.

4.3. RADI0IKUN0EN8AI0 DO hTSH

4.3.1. PREPARO DO TRAÇADOR

4.3.1.1. RADIOIODAÇÃO B PURIFICAÇÃO DO hTSH

Os valores da atividade do Na125I efetivamente empregada em

oito radioiodações, seus respectivos rendimentos e recuperações, bem

como da atividade especifica de cada traçador estão Indicados na Ta-

bela 9.

A Figura 11 exibe um perfil cromatográfico típico da puri-

ficação do 125I-hTSH em gel de Sephadex 6-100, referente a radioio-

daçáo de número 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

(iBédia ± DP - 0,303 1 0,019).
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Figura 9 - Fotografia da região paraesternal do ovino 249 dez dias

após a 38 injeção de reforço.
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Tabela 9 - Resultados obtidos nas diversas radioiodações

realizadas com o hTSH-NIDDKD.

Radioiodação 1 2 5i empregado Rendimento Recuperação Atividade

na iodação específica

(MBq1) (%) (%) (MBq1/ug)

1

2

3

4

5

6

7

8

Média -

DP -

CV »

1 HBq - 30,

37,93

26,48

49,80

19,52

30,80

25,46

25,75

29,98

30,71

± 8,75

28,48 %

07 uCi

37.64

21,06

18,43

25,79

31,17

28,11

52,11

22,94

29,65

± 10,90

36,77 %

99,31

96,00

103,00

93,21

98,71

112,89

119,36

105,93

103,55

± 8,85

8,55%

2,84

1,11

1,83

1,01

1,92

1,43

2,68

1,37

1,77

± 0,64

36,14 t
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Figura 11 - Cromatograma da purificação do 125l-hTSH em Sephadex

G-100, referente & 7o radioiodação. Os valores de Xd de

cada pico são indicados entre parênteses.
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Tabela 10 - Valores de Kd referentes ao pico de hTSH marcado co 1 2 5I

revelados nos cromatogramas das diferentes radioioda-

ções.

RADIOIODAÇAO

(NP)

1

2

3

4

5

6

7

8

Média -

DP *

CV «

Kd

1251 - hTSH

0,297

0,327

0,274

0,291

0,296

0,316

0,296

0,328

0,303

±0,019

6,22%
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4.3.1.2. DETERMINAÇÃO DA ÓTIMA DILUIÇÃO DO PRIMEIRO ANTICORPO

Na Figura 12 pode-se observar a curva de ótima diluição do

antissoro anti-hTSH - 3 realizada com o traçador ns 7. Nessas condi-

ções, a diluição que forneceu ligação especifica de 50% com o 1 2 5 l -

hTSH foi a de 1:330.000. Os títulos obtidos com os diferentes traça-

dores preparados neste trabalho estão apresentados na Tabela 11.

4.3.1.3. DETERMINAÇÃO DO TÍTULO DO SEOUNDO ANTISSORO

As respectivas curvas de titulo dos antissoros anti-IgG de

coelho estão representadas nas Figuras 13 a 16 em comparação com

aquela do antissoro importado da RSL.

Os títulos dos antissoros produzidos pelos ovinos 146 e 163

somente puderam ser estimados após a 4a injeção de reforço (Figura

10). Nessa ocasião, o animal 285 já apresentava antissoro com titulo

de 1:7, enquanto que o titulo do antissoro do animal 249 era 1:4 e

dos demnis era 1:3 (146 e 163).

Esses títulos aumentaram após as imunizações que sucederam

os períodos de repouso dos animais, atingindo valores de 1:6 para o

animal 163 após o 7& e o lia reforços e de 1:7 e 1:8 para os animais

249 e 285, respectivamente, após o 6» reforço. Entretanto, o animal

146 manteve seu título de 1:3 e após o 8« reforço seu titulo caiu

para 1:2, provavelmente devido a intervenção cirúrgica a que foi

submetido.

Quando comparados com o antissoro de referência RSL, obser-

va-se que o antissoro do animal 146 apresentou curva de titulo seme-

lhante logo após a 48 injeção de reforço (Figura 13), enquanto que

os antissoros dos animais 249 • 163 exibiram essa similaridade so-
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Figura 12 - Curva da determinação da diluição ótima do antissoro

anti-hTSH - 3 realizada com traçador proveniente da

_ radioiodação de n» 7.
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Tabela 11 - Título do antissoro anti-hTSH - 3 determinado para

os diferentes traçadores.

Traçador Titulo do antissoro

(na)

1 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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Figura 13 - Curvas de titulo dos antissoros do ovino 146 obtidos nas

sangrias que sucederam as imunizações de reforço, in-

dicadas pelos respectivos números em linhas continuas e

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

sangrias que sucederam as imunizações de reforço, in-*

dicadas pelos respectivos números em linhas continuas e

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

sangrias que sucederam as imunizações de reforço, in-

dicadas pelos respectivos números em linhas continuas e

do antissoro de referência, RSL, em linha tracejada.
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Figura 16 • Curvas de título dos antissoros do ovino 285 obtidos nas

sangrias que sucederam as imunizações de reforço, in-

dicadas pelos respectivos números em linhas contínuas e

do antissoro de referência, RSL, em linha tracejada. A

curva representada pelo número R8B refere-se a sangria

realizada durante o segundo período de descanso, quando

o ovino veio a óbito.
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mente ap6s o 7> reforço (Figuras 15 e 14 respectivamente). 0 animal

285 (Figura 16), que induziu mais precocemente a formação dos anti-

corpos, logo após o 2» reforço, revelou a partir do reforço seguinte

títulos até mais elevados do que aquele recomendado pelo antissoro

da RSL, de 1:5 (64). Entretanto, observando-se as Figuras 13 e 16

pode-se constatar a acentuada queda ocorrida no titulo dos antisso-

ros desses animais quando adoeceram (curva R9 do animal 146) e até

vieram a óbito (curva I8B do animal 285).

As curvas de título dos antissoros obtidos nas sangrias de

grandes volumes, realizadas após as 4», 8> e 12o injeções de refor-

ço, que corresponderam as duas colheitas espaçadas de três dias, po-

dem ser visualizadas nas Figuras 17 a 20. Nessas colheitas foram

obtidos um total de 3,6 1 de antissoro, distribuídos em 180 frascos

contendo 20 ml cada.

Pela análise da Figura 10 pode-se observar que os antisso-

ros dos animais 163 e 249, nas últimas sangrias de grandes volumes,

apresentaram títulos diferentes naquelas colheitas espaçadas de três

dias, conforme exibido na Tabela 12.

Portanto, esses antissoros provenientas dos animais 163 e

249 foram avaliados separadamente quanto as suas características de

precipitação, enquanto que os demais, que apresentaram o mesmo titu-

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

sangrias de grandes volumes (4» e 8»), realizadas em

duas colheitas espaçadas de três dias. Os índices A e B

referem-se as 1«* e ~2* colheitas, respectivamente.
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Figura 18 - Curvas de t itulo dos antissoros do ovino 163 obtidos nas

sangrias de grandes volumes (4», 8» e 12»), realizadas

em duas colheitas espaçadas de três dias. Os índices A e

B referem-^e as l * e 2* colheitas, respectivamente.
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Figura 19 - Curvas de titulo dos antissoros do ovino 249 obtidos nas

sangrias de grandes volumes (4» e 8»), realizadas em

duas colheitas espaçadas de três dias. Os índices A e

B-referem-se as 1* e 2+ colheitas, respectivamente.
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RECÍPROCO DO TÍTULO DO 2- ANTICORPO

Figura 20 - Curvas de título dos antissoros do ovino 2S5 obtidos nas

sangrias de grandes volumes (4» e 8»), realizadas em

duas colheitas espaçadas de três dias. Os Indices A e

- B referem-se as 1» e 2» colheitas, respectivamente.
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Tabela 12 - Título dos antissoros obtidos nas duas colheitas

espaçadas de três dias, das sangrias de grandes volumes.

ANTISSORO

146

163

249

285

SANGRIA

4»

4 »

8 »

8 *

4 »

4»

8 »

8 »

1 2 »•

1 2 *

4 *

4 »

8»

8 »

4 0

4 *

8 »

8»

COLHEITA

19-

2 *

19-

2 *

1 *

29-

1 »

29-

1 *

29-

19-

29-

1 »

29-

1 *

29 .

19-

29-

TÍTULO

1:2

1:2

0

0

1:3

1:3

1:6

1:4

1:4

1:3

1:4

1:4

1:6

1:3

1:6

1:6

1:6

1:6
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4.3.1.4. IMÜNODIPÜ8ÃO EM GEL DE AGAR

Os títulos dos antissoros produzidos pelo animal 285, de-

terminados pela imunudifusão podem ser visualizados na Figura 21.

A Tabela 13 apresenta os valores dos títulos desses antis-

soros quando determinados pelas duas técnicas, RIE e imunodifusão. O

coeficiente de correlação determinado entre os valores obtidos pelo

RIE e aqueles obtidos pela imunodifusSo foi de 0,920, sendo sinifi-

cativo para p ̂  0,01 (Figura 22).

4.4. DETERMINAÇÃO DA LIGAÇÃO INESPECÍFICA DO RIS

Na Tabela 14 são expostos os resultados das ligações ines-

pecíficas fornecidas pelos segundos anticorpos em sete ensaios dis-

tintos, realizados com diferentes traçadores.

Os valores médios não diferiram significativamente quando

se compararam os antissoros produzidos neste trabalho, com aquele

comercial da RSL.

4.5. DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO IDEAL DE IgO CARREADORA

As Figuras 23 a 26 exibem as curvas de título dos antisso-

ros produzidos nesta trabalho, construídas na presença de concentra-

ções diferentes de soro carreador não imune (SCN), enquanto que a

Figura 27 exibe as mesmas curvas obtidas com o antissoro comercial

da RSL.

Os antissoros produzidos pelo animal 146 (Figura 23) apre-

sentaram características de precipitação similares entre as sangrias

d« grandes volumes, podendo ser reunidas formando um único lote de
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5

8-

r-::.^M •8
8

0

7
9

I 8
7;

8

Figura 21 - Imunodifusão dos antissoros do ovino 285, obtidos nas

oito sangrias realizadas após cada injeção de reforço

(de R^ a Rg, respectivamente).

(1) Antissoro na diluição 1:1;

(2) Antissoro na diluição 1:2;

(3) Antissoro na diluição 1:4;

(4) Antissoro na diluição 1:8;

(5) Antissoro na diluição 1:16;

(6) Antissoro na diluição 1:32;

(7) Antissoro na diluição 1:64;

(8) Antissoro na diluição 1:128;

(9) IgG de coelho na concentração de 0,5 mg/ml.
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— Tabela 13 - Comparação dos títulos dos antissoros produzidos pelo

ovino 285, determinados pelas técnicas de RIE e

imunodifusão.

Titulo

Sangria Radioimunoensaio Imunodifusão

1» 0 1:4

2 * 1:2 1:8

3»" 1:7 1:32

4 * 1:7 1:32

5» 1:6 1:16

6» 1:8 1:32

1+ 1:7 1:32

8» 1:6 1:32
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O 36-

3

8
12

T é

RIE

Figura 22 - Estudo da correlação linear dos títulos dos antissoros

do ovino 285, determinados pelo RIE e pela

imunodifusão. A reta que melhor se ajusta é a definida

pela equação Y • 3,96X + 2,19.
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Tabela 14 - Valores das ligações inespeclficas obtidas em vários RIEs

de hTSH separados pelos segundos anticorpos produzidos no

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

RSL

3,73±0,

5,28±0,

3,39±0,

2,95±0,

3,12±0,

2,82±0,

2,57±0,

Média 3,41

DP ±0,91

CV 26,64%

33

21

44

09

15

25

14

RSL versus

P

146

l,75±0,08

3,4410,43

4,22±0,43

4,12±0,15

4,14±0,17

3,49+0,11

3,38±0,21

3,50

±0,86

24,41%

146

NS

ANTISSOROS

163

4,27±0,54

2,23+0,07

3,27±0,35

3,55+0,49

3,27±0,37

2,83±0,12

3,40+0,21

3,26

±0,63

19,28%

163

NS

249

3,66±0,60

4,96±0,47

3,39±0,3O

2,9810,36

2,9210,18

2,71±0,10

3,11+0,38

3,39

±0,76

22,43%

249

NS

2

3

3

3

4

4

2

3

±0

16

285

,70±0,

,13±0,

,46±0,

,20±0,

,03±0,

,04±0,

,71±0,

,32

,56

,70%

285

NS

34

23

58

13

98

65

47

NS - diferença nfto significativa ao nível de P ̂  0,05.
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Pigura 23 -

TOS 5 $*~ &
RECÍPROCO 00 TÍTULO 00 2 - ANTICORPO

Curvas de titulo dos antissoros produzidos pelo ovino

146, construidas na presença de várias diluições do SCN:

1:100, 1:200, 1:300, 1:400 e 1:500. O gráfico acima

refere-se a mistura das duas colheitas da primeira

sangria de grandes volumes e o aquele 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, construídas na presença de várias diluições 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.

(4) Antissoro obtido na primeira colheita da terceira

sangria de grandes volumes.

(5) Antissoro obtido na secunda colheita da terceira

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

249, construídas na presença de várias diluições 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 antíssoros produzidos pelo ovino

285, construidas na presença de várias diluições 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

segunda sangria de grandes volumes.

(3) Antissoro obtido após o óbito do animal.
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RECIPROCO DO TITULO DO 28 ANTICORPO

Pigura 27 - Curvas de título do antissoro RSL, construídas na

presença de várias diluições do SCN: 1:100, 1:200,

"1:300, 1:400 e 1:500.
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antissoro. Essa similaridade também foi observada nos antissoros ob-

tidos nas duas sangrias iniciais de grandes volumes do ovino 285

(Figura 26), que também foram reunidos.
#

Os antissoros produzidos pelos demais ovinos nao puderam

ser reunidos pois apresentaram características de precipitação dife-

rente, mesmo aquelas provenientes de duas colheitas espaçadas de

apenas três dias, realizadas na mesma sangria (Figura 24 e 25).

A Tabela 15 apresenta os valores da diluição do soro car-

reador não imune que permitiram a precipitação máxima dos antissoros

e os títulos correspondentes. São também indicados os valores resul-

tantes da concentração de IgG no SCN diluido. Pela analise desta ta-

bela observa-se que a maioria dos antissoros apresentaram títulos

mais altos na presença de concentrações maiores de SCN (1:100) com

excessão dos antissoros 146 e 163 que demonstraram títulos mais al-

tos com concentrações 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 características de pre-

cipitação foram então reunidos.

A denominação atribuída aos antissoros apôs a determinação

de suas características de precipitação estão indicadas na Tabela

16.

4.6. ANALISE DA CINÊTICA DE PRECIPITAÇÃO

As Figuras 28 a 31 apresentam os resultados do estudo da

cinética de precipitação/ realizados em diferentes temperaturas, dos

antissoros produzidos neste trabalho. A Figura 32 exibe os resulta-

dos obtidos com o antissoro comercial da RSL.

Pela análise dessas figuras da cinAtica de precipitação
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Tabela 15 - Resultados obtidos na determinação da concentração

ideal de IgG carreadora. São indicados na tabela o

titulo dos antissoros e a diluição do SCN que

forneceram a precipitação máxima do ensaio, bem como

a concentração correspondente de IgG no SCN.

249

285

RSL

Antissoro SCN

Animal Sangria Titulo Diluição IgG (%)

146

163

1

2

1

2 A

2 B

3A

3 B

1

2A

2 B

1

2

3

1:4

1:4

1:4

1:5

1:3

1:4

1:3

1:4

1:7

1:4

1:6

1:6

1:5

1:5

1:300

1:300

1:200

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

1:100

0,048

0,048

0,032

0,016

0,016

0,016

0,016

0,016

0,016

0,016

0,016

0,016

0,016

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 espaçadas

de três dias.
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Tabela 16 - Denominação atribuída aos antissoros após a de-

terminação de suas características de precipitação.

Animal Sangria Código do antissoro

146 1 e 2(*) 146

163 1 163

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 1 e 2A(*) 285

285 2B 285(1)

(*) Antissoros reunidos com características de precipitação si-

milares.
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2LSL ar-e

100 200
tairpo (min)

300

Figura 28 - Efeito da temperatura n& precipitação da i ação ligada

do RIE, realizada com o antissoro 146 (título de 1:4 e

SCN a 1:300). São representados na figura os valores

experimentais para: 4*C ( D — O ) , 20'C (ò—ò) e 37'C

).
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tampo {mini

163(1) 163(2)

tempo (min) tempo (min)

W3(3> 163(4)

w
« «

tempo (min) tempo (min)

Figura r,9 - Efeito da temperatura na precipitação da fração ligadf»

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) (título

de 1:4 e SCN a 1:100) e 163(4) (título de 1:3 e SCN

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

experimentais para: 4«c ( O — O ) , 20°C (A £ ) e 37°C
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249
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249 111
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sor

100 200
tempo (min)

300 400

Figura 30 - Efeito da temperatura na precitaçáo da fração 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). são

representados na figura os valores experimentais para:

4»c (D—D), 20»c (4 ú) e 37°c (0 - 0).
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285
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tempo (min)

285(1)

100 200
tempo (min)

300 400

Figura 31 - Efeito da temperatura na precipitação da fração ligada

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

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

são representados na figura os_ valores experimentais

para: 4«C (Q Q), 20°C (A A ) e 37»C (Q O ) •
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100 200
tempo (mini

Figura 32 - Efeito da temperatura na precipitação da fração ligada

do .IE, realizada coro o antissoro RSL (titulo de 1:5 e

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

experimentais para: 4°C ( Q — Q ) , 20»C (£ A ) e 37»C
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(Figuras 28 a 32) observa-se que todos os antissoros apresentaram

uma taxa de precipitação praticamente inalterada com o aumento da

temperatura de quatro para 20°C, enquanto que essa taxa diminuiu

quando a temperatura aumentou para 37 °C. Esse comportamento também

foi observado com o antissoro da RSL (Figura 32).

A Tabela 17 apresenta os valores de k^ 0
 e *2 0 obtidos no

ajuste dos pontos de B/T versus tempo, bem como do tempo onde ocor-

re a ligação máxima e da ligação máxima teórica calculada.

Quando os valores da capacidade de ligação máxima teórica

foram submetidos ao teste t de Student, não foi obsevada diferença

significatica a nível de p ̂  0,05 entre as três temperaturas anali-

sadas (quatro, 20 e 37°C) (Tabela 18).

Os resultados da análise de variança dos pares de pontos

das curvas da cinêtica de reação de todos os antissoros (percentagem

de ligação versus tempo) estão exibidos nas tabelas 19 a 29. Pela

análise 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 exceção do

antissoro 249 que nSo apresentou diferença significativa entre qua-

tro e 20°C.

A tabela 30 apresenta o resultado comparativo dos valores

das ligações inespecificas obtidos quando todos os segundos anticor-

pos foram incubados a quatro, 20 e 37°C.
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Tabela 17 - Valores de k1 0 e k2 0 obtidos no ajuste dos pontos
das curvas da cinetica da reação. São também
indicados na tabela os valores do tempo onde ocorre
a precipitação máxima (tnax) e da porcentagem de
ligação máxima teórica (¥omax) ± desvio padrão

<sYomax> •

Antissoro Temperatura Jĉ  Q
(»C) (mini x]

jaax Vomax±sYomax
(min.) (%)

146

163

163(1)

163(2)

163(3)

163(4)

249

249(1)

285

285(1)

RSL

4
20
37
4
20
37
4
20
37
4
20
37
4
20
37
4
20
37
4
20
37
4
20
37
4
20
37
4
20
37
4
20
37

8,30xl0~6 0,17 59,2 41,1±3,5
0 0,13 240* 41f7±3,7
4,08xl0~5 0,17 49,9 37,9±3,4
0 0,07 240* 47,0±6,5
l,40xl0"6 0,17 55,6 46,1±4,1
2,06xl0~4 0,09 61,6 43,7±4,5
0 1,11 45* 53,4±4,9
l,87xlO~5 0,72 14,6 51,8±5,2
2,55xlO~4 0,22 30,5 52,7±5,0
l,56xlO"5 0,23 42,2 54,8+4,7
8,52xlO"5 0,26 31,0 53,9±4,8
2,51xlO~4 0.29 24,1 52,0±4,8
9,60xl0~5 0,18 42,1 55,l±5,0
9,21XlO~5 0,18 42,2 54,7±4,9
3,04xl0~4 0,56 13,4 52,7±5,0
6,53xlO~5 0,16 47,5 53,5±4,7
1,91X10~ 4 0,21 33,3 53,6±4,8
2,58xlO~4 0,18 35,6 49,3±4,5
1,65X1O"4 0,10 63,7 43,5±4,2
8,40xl0"5 0,14 51,9 43,7±4,0
3,18xlO~4 0,15 40,6 43,2±4,0
1,82X1O"4 0,15 43,9 45,2±4,1
1,72X1O~4 0,19 36,6 42,8±3,4
4,42xlO"4 0,13 42,7 42,0±4,2
5,80xl0"6 0,13 74,1 42,8±3,8
2,70xl0~5 0,13 66,0 43,5±3,9
2,13xl0"4 0,20 34,2 40,7±3,7
0 0,17 360* 46,1±4,2
6,82xl0~5 0,16 48,7 46,514,2
3,31Xl0"4 0,16 37,5 44,7±4,2
1,6OX1O"5 0,22 42,2 43.0±3,7
2,72X1O"5 0,17 51,5 45,6±4,6
2,58xl0"4 0,23 29,7 43,1±3,9

Ob». - Foram empregados o* valores de tnax experimentais (*)
guando o parâmetro K^ Q apresentou valor igual a zero, não sendo
possível o cálculo matemático do valor de tnax teórico.
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Tabela 18 - Resultados da análise estatística dos valores da percentagem

de llgaçBo máxima teórica dos antlssoros, determinados a

temperatura de quatro, 20 e 37oc.

Missoro

Ttwtratva 14i 143 143(1) 163(2) 143(3) 143(4) 249 249(1) 285 285(1) 19.

4 41,1*3,5 47,1+4,5 53,814,7 54,8*4,7 55,1*5,1 53.5+4,7 43.5*4,2 45.2*4,1 42,8*3,8 44,1*4,2 43,ft3,7

2» 41,7*3,7 44,1*4,1 51,9*5,2 53,9*4,8 54,7*4,9 53,4*4,8 43,7*4,» 42,8i3,4 43,5*3,9 44,5*4,2 45,4*4,4

V 37,9*3,4 43,7*4,5 52,7*5,1 52,1*4,8 52,7*5,1 49,3*4,5 43,2*4,1 42,1*4,2 41,7*3,7 44,7*4,2 43,1+3,?

4 veras 21

4virt«37

21 ver ws 37

m
c
16

e
E

E

6

E

E

6

6

16

E

16

6

E

E

16

16

16

E

E

6

E

E

16

E

E

6

E

E

E

16

NI - d i f e r e n ç a nlo s i g n i f i c a t i v a ao nível de P $ 0 , 0 5 .
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Tabela 19 - Resultado da análise de varifinçla dos pares de pontos ttempo

versus porcentagem de iigaclo (módla ± OP)J das curvas da

clnética da reaçlo do antieeoro 148.

Tcaperatura

C°C>
15 3t 45

Tnpo (ainutos)

6* 9« i2f 24*

Porcentasea de ligação (H i DP)

4 38, /Hi ,38 38,94il,12

21 37,5#Ü,43 3

37 33,Séi#,97 3

41,52±t,72

42,J8+«,74

39,18+«,12

44,57±t,83 4i,12+#,52 42r46i#f36

41,87t«,91 43,91ti,«3 42 r 28iM9

37,57i«,4« 35,?4+«,78 38f92t2,5«

4

4

29

VERSUS

P
VERSUS

P
VERSUS

P

2»

37

37

NS

NS

NS

NS

NS

(NS

<

<

NS

t,«5

•,#5

NS NS NS

<t,«5 < 1,65 < I ,

< M5

< «,«5

( t,tS < M 5 < 1,65 ( l,«5

NS

NS

NS

NS - Nlo s i g n i f i c a t i v o para p N< 0 , 0 5 .



113

Tabela SO - Reauitado da análise de varlènçla dos pares de puntos (tempo

versus porcentagem de l i g a d o (média ± DP)) das curvas da

cinética da reaçlo do antlssoro 183.

Tnperatura 15 31 45

TMPO (ainutos)

«• 91 12# 24t 3&t

Porcentas** dr l igado (H i DP)

4 35,14+3,97 41,99+2,5# 44,*5i«,24 42,7711,75 45,88+1,«3 49,77+1,97 5#,«8+i,81 5#,#6il,35

2t 43,4714,39 43,22+3,31 43,68+1,83 45,51+1,5* 47,57+1,14 48,81+1,72 4Í,42+»,41 47,21+1,34

37 37,12+1,92 34,24i2,B5 43,19+1,18 44,72+1,22 44,25+1,84 45,55+1,18 42»l6il,2« 43,#5fi,84

4 VERSUS 2 1

P

4 VERSUS 37

P

2 t VERSUS 37

P

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS NS t,l5 NS

NS < 1,15 ( M5 < M5

NS < M5 NS M 5 »,#5

NS - Nlo s i g n i f i c a t i v o para P N< 0 , 0 5 .
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Tabela Si - Resultado da análise de varifinçia dos pares de pontos Ctempo
versus porcentagem de llgaçio (média ± OP>) das curvas da
da cinética da reaçlo do antlssoro 163(1).

Teaperatura 15

4

4

29

4

29

37

VERSUS
P

VERSUS
P

VERSUS
P

53,5412,78

53,94+9,68

31,41+9,96

29

NS

37

NS

37

NS

59

49

55

<

<

39

,8519,88

,81+1,13

,5311,66

NS

9,95

9,95

55,

53,

51,

45

3411,43

78+2,45

1912,29

NS

NS

NS

Tcipo

6f

Porcentagea

52,1411,78

48,4215,16

51,37+9,2?

NS

NS

NS

(•inutos)

9*

de ligaçio

51,7319,59

54,93+1,71

52,1319,54

NS

NS

NS

129

(M 1 DP)

53,9619,54

53,62+9,77

59,9919,45

NS

< 9,95

( 9,95

249

55,2612,99

48,93+2,49

51,2619,15

< 9,95

NS

NS

349

54,51+1,

51,4711,

47,9319,

NS

( 9f95

NS

48

43

,99

NS - Nlo significativo para P S< 0,05.
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Tabele 22 - Resultado da análise de varlftnçla dos pares de pontos Ctempo

versus porcentagem de l lgeçlo (média ± OP>) das curvas da

clnétlca da reaçio do antlssoro 163(2) .

Teapo d i nut os)

Teipcratura 15 3* 45 M 9# 12* 241 341
fAAt _ _ _ .. _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ __„
I "I» I ™—___™ _ _ _ _ _ _

Porcenta9ei de ligação (M • DP)

4 53,^8+1,68 54,1641,57 55,79+1,18 54,65±t,55 53,71+«,62 55,32+«f93 54,9«±t,45 54,67t1,28

21 53,35+#,85 53,46_ff,7i 54r5#itr2t 53,28.1,67 54,55+1,41 5.4,23+1,62 51,9«_t,53 52,35+1,58

37 51,7811,92 54,6521,82 51,79+«,81 5#,52+«,73 49,84+1,71 49,34+#,6t 5«,«#+l,3# 47,59+2,12

4 VERSUS 2t

P NS MS MS MS NS NS < f,95 MS
4 VERSUS 37

P NS MS < M 5 < 1,15 NS ( M 5 < #,95 ( 1,15
21 VERSUS 37

P NS NS < M S < M 5 ( 1,05 < »,»5 NS < M 5

NS - Nio significativo para P^< #,»5.
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Tabela 23 - Resultado da análise de varllnçla dos pares de pontos (tempo

versus porcentagem de ilgacio (média ± DP)} das curvas da

cinétlca da reaclo do antissoro 183(3).

Teiperatura 15 45

Trapo Uinutos)

6Ê 9f 121 24*

Porcentagem de ligação <H i DP)

4 52,434M5 54,57+1,27 52,55+i,W 54,l*t3,63 58,87+«,32 55f74+t,4? 54 f84ti, l5 5S,?6it,83

2t 51,87+1,88 56,27+1,13 53,8#ít,64 55,3?i«,92 51,93+1,W 54,19i#,73 55,93+1,31 52,M+»,5l

37 52,7«+2,i2 b2,79+tf81 5 f , 9 5 l t , « M , l l + i ,W 4?,3#+i,6« 51,65+#,47 47,3#il,77

NS

4 VERSUS 29

P
4 VERSUS 37

P

21 VERSUS 37

P

NS

NS

NS

NS

NS

< t.ts

NS

NS

NS

NS NS NS

NS < M5 < M5 < M5 ( M5

NS NS

NS - Nfo significativo para P S 0,05.
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Tabelo 24 - Resultado da anel 1st de varl lnçla dos pares de pontos Ctempo

versus porcentagem do l lgaçlo (médio ± DP)) das curvas do

clnét lca da reoçlo do entlssoro 183(4).

Teapo (ainutos)
Tnreratura 15 3# 45 64 99 120 249 349

Porcentagn de ligação (H • DP)

4 59,2li9,21 52,87it,5? 51,35+9,85 53,9?+.9,69 55,78+9,28 53,54+9,62 53,64+1,85 52,95±9,SS

n 32,#5±t,16 55,25ti,l7 52,4#i»,«8 53,Mi«,76 51,^+1,13 53,75+1,18 52,63t«,5l 49,32i2,7t

37 47,3514,57 49,2#i2,38 47,76i«,87 5t,t5it,8& A7,6if,69 47,97+1,51 45,74i2,2f 45,7629,33

NS < t , # 5 NS NS WS

( 1,15 ( t,#5 < 0,15 ( M 5 ( 1,15

< «,#5 < «,#5 < 1,05 ( »ff5 < e,t5 ( «,«5 NS

NS - N8o s i g n i f i c a t i v o p a r o P N< 0 , 0 5 .

4 VERSUS
P

4 VERSUS

P
29 VERSUS

P

29

37

37

NS

NS

NS

NS

NS

< 9.95

NS

NS

< 9.9
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Tabela 25 - Resultado da análise de varlftnçia dos pares de pontos Ctempo
versus porcentagem de ligado (média ± DP)) das curvas da
slnétlca da reaçio do antlssoro 249.

Tciperatura 15

4

4

21

(OC)

4

21

37

VERSUS

P

VERSUS

P

VERSUS

P

37,2811,«4

41,1411,47

41,5311,51

2t

NS

37

NS

37

NS

34

41

41

31

,8713

,33i«

,«511

NS

NS

NS

,54

,74

,45

45

Percentages

4I,5412,««

43r48l«,4«

37,3715,71

NS

NS

NS

Tnpo

4ft

de ligação (H

4«,44l«,48

39.34lt.37

44,38l«,73

NS

NS

NS

(•inutos)

t DP)

45,57il,54

44,9411,41

44,3«i«,89

NS

NS

NS

12*

44,99i«,45

44,17*1,57

41,7811,55

NS

NS

NS

241

45,4511,39

4t,8il«,48

39,7211,«1

NS

NS

NS

44

42

38

<

<

3ét

,«ItI,25

,3ii«,3«

,92l«,4t

NS

«,«5

•,•5

NS - Nlo significativo para p N< 0,05.
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Tabela 28 - Resultado da análise de varllnçia dos pares de pontos [tempo
versus porcentagem de Mgaçlo (média ± DP)) das curvas da
cinétlca da reaçio do antlssoro 249(1).

Tnperatura 15

(oc)
45

Tcipo (limito*)

6t 91 12t 241

Porccntagea de ligação <M • DP)

4 4tr21±iv14 44,34*1,H 42,62i#,27 44,26+»,72 46,75+«,64 44,29+2,4? 44,53+1,6? 44,51+2,34

2# 41,3811,73 4«,8311,42 42,3ft«,4t 43,65+1,43 42,13+1,1? 42,21+3,74 42,72+»,42 41,28+«,?3

37 37,6212,2/ 43,M±I,5? 4J,55it,2* 41,52+#,?7 42,11Ü,52 38,55+1,34 38,2811,12 36,66+1,83

4 VERSUS 2#

P

4 VERSUS 37

P

2 t VERSUS 37

P

NS

NS

NS

NS NS

< M 5 ( 0,95

NS NS

NS

NS

NS

( »,#5

NS

NS - N l o s i g n i f i c a t i v o p a r a P %< 0 , 0 5

NS

NS

NS NS

< M5 < M5

NS < M5 NS
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Tabela 27 - Resultado da análise de variftnçia dos pares de pontos ttempo

versus porcentagem de llgaçlo (média ± DP)] das curvas da

clnétlca da reaçio do antlssoro 385.

Tnperatura 15

Teipo (linutos)

Porcentaget de Ii9açâo (H t DP)

12f 24t 34t

4 38,49i3,M 4S,22Ü,5i 43,54+M2 41v«f±«v9l 4Í,?6±#,58 44,2l+#,74 43,81+1,74 43,1511,45

2t 39,17H,#9 3?,38+í,J4 43,57+1,78 43,24+«,56 45,i«±l>84 44,76+1,4Í 43,l5it t31 43,2111,13

37 39,4912,32 3?,i5+1,14 4i,W+«,é3 4t ,9i l l ,77 41,3811,45 4#,#8+1,68 38,2311,75 37,9611,77

4

4

VERSUS

P

VERSUS

P

VERSUS

P

2$

37

37

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

erff5

NS

NS

t,*5

NS

M 5

NS

NS

< M 5 < », < 1,95 < M 5

H$ - Nlo s i g n i f i c a t i v o para P N< 0 , 0 5 .
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Tabela 28 - Resultado da análise de variânçia dos pares de pontos Ctempo
versus porcentagem de Mgaçlo (média + DP)) das curvas da
clnitlca da reaçlo do antlssoro 285(1).

Temperatura 15 3* 45

Teipo (iinutos)

6ê 9t

Porcenta9» de Ii9açâo (H t DP)

12« 24* 3M

4 43,82±t,5# 42,48fi,5# 49,45+1,57 47,25+2,11 41,67+2,#5 46,49+«,54 45,35+1,97 49,8#i#,96

29 43,54±9,49 44,5611,74 46,9ftir22 45,94í«,8J 49,69+l,65 45,71+1,21 43,71+1,29 46,82+t,8A

37 41,19+2,41 47,72+1,57 44,5611,33 42,87+1,4? 43,J6+#,99 4»,35+#,34 44,38+1,23 4«,22Ü,56

4 VERSUS 2»

P

4 VERSUS 37

P

21 VERSUS 37

P

NS

NS

NS

NS NS HS < t , # 5 NS

< M 5 ( «,#5 < 1,15 NS < t ,«5

NS NS NS < 1 ,95 < 6 , 1 5

NS

NS

NS

9,95

9,95

9,95

NS - Nlo s i g n i f i c a t i v o para P X< 0 ,05 .
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Tabela 39 - Resultado da análise de variftnçia dos pares de pontos Ctempo
versus porcentagem de Mgaçlo (média ± OP)) das curvas da
clnátlca da reaçlo do anttssoro RSl.

T€«po (ainutos)

Tciteratura 15 31 45 6t 91 121 241 3t#

Porccntagei de ligação (H t OP)

4 4t,99i#rS9 «,i3+l,A2 4?,#3ii,U 43,f8ttr52 42,33+1,»* 43,63+1,4* 43,83+1,43 44,i*il,27

21 43,1312,32 44,M+2,35 45,3#+#,3* 45,4?+#,?8 45,l?+#,95 4*,44+#,2í 45,68+1,81 44,32+1,39

37 42,39±#,78 42,19ii,13 44(i?ttt75 43,t2+«,47 42,32+1,35 41,76i#,4* 4»,8»±«,6t 39 r29il, i2

4 VERSUS 21
P NS NS ( t,#5 < #,#5 ( ltt5 < 1,15 NS MS

4 VERSUS 37
P NS NS NS NS NS NS < M 5 < »,»5

2t VERSUS 37
P NS NS NS < êrt5 < M 5 < 1,95 ( t,»S ( M 5

NS - Nlo s i g n i f i c a t i v o para P N< 0 , 0 5 .
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Tabela 30 - Valores médios das Il9sç6es inespecffleas obtidos no

estudo da ctnitlca de precipitado dos antlssoros

produzidos s comercial (RSL).

Temperatura

(QC)

ântlssoro

4IIC 20QC 37BC X SO 4 x 37 20 x 37

146 8.0810,83 6,8410,BB 5,6010.45 < 0,05 < 0,05 < 0,05

183 4,77*0,64 4,43±0,37 3,98+0,55

183(1) 3,4710,17 3,2010,25 3,4810,52

163(2) 3,6B±0,15 3,4810,17 3,38±0,23

163(3) 3,8710,40 3,4410,34 3,2610,33

163(4) 8,6310,31 3,4710,27 3,3910,36

848 4,8110,35 4,3810,81 5,0710,62

848(1) 6,1310,21 5,1110,15 5,1410,55

186 4,0010,37 3,5810,21 4,0510.33 < 0,05

285(1) 4,2310,34 4,0710,35 3,8710,42

RSL 4,0810,18 4,5210,57 4,3110,58

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

0,05

NS

NS

< 0,05

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

NS

< 0,05

NS

NS

NS * Diferença nlo significativa ao nível da P x< 0,05.
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4.7. REAÇÃO CRUZADA CON A IgO HUMANA

A Figura 33 exibe o resultado obtido na imunodifusão, onde

'nenhuma linha de precipitação foi observada, indicando não haver

reação cruzada entre a IgG humana e os antissoros produzidos e nem

entre a IgG humana e aquele comercial.

4.9. ARMAZENAMENTO DOS ANTISSORO8 PRODUZIDOS

Na Tabela 31 são expostos os valores das percentagens de

ligação fornecidos pelos antissoros submetidos ao congelamento lento

ou rápido, este último seguido de liofilização.

Seus valores médios diferiram significativamente (p $ 0,05)

entre os antissoros avaliados antes e ap6s a ÜofilzaçSo, indicando

que este procedimento pode diminuir o título do antissoro. Os valo-

res médios das percentagens de ligação dos antissoros congelados a

-20°C e a -190°c não diferiram significativamente, sugerindo que as

duas formas de congelamento, lento ou mais rápido podem ser emprega-

das.

A Figura 34 exibe as curvas de titulo das diferentes amos-

tras dos antissoros que foram liofilizados, em comparação com aque-

las dos mesmos artissoros nSo liofilizados.

Na Tabela 32 são expostos os resultados do ajuste dos pares

de pontos das curvas de título desses antissoros liofilizados e não

liofilizados, cujos valores de °̂  e YBax não diferiram significa-

tivamente (p ̂  0,05), indicando que qualquer 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 comparação com os mesmos antis-

soros não liofilizados. ~
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1ÜÉ

B

Figura 33 - Imunodifusão realizada com a IgG humana e os 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 concentração de 20 mg/ml.
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Tabela 31 - Valores das percentagens de ligação máxima (B/T) obtidos

no RIE de hTSH separado pelo antissoro submetido a três

formas de tratamento:

1 - congelado a -20°C e não liofilizado.
0

2 - congelado a -190°C e n&o liofilizado.
3 - congelado a -190PC e liofilizado.

AMOSTRAS

49,46
52,47

49,91

53,53

50,63

53,33

50,65

51,22

49,70

52,19

52,07

52,59

50,56

51,90

51,41

50,68

50,03

49,32

49,88

49,40
52,18

50,56

49,84

49,83

50,94

40,41

51,11

51,98

49,68

49,75

51,08

51,07

49,20

51,23

50,49

50,88

54,26

50,45

48,65
49,25

49,34

49,59

45,50

49,49

49,42

47,92

47,07

49,17

49,44

48,65

47,29

49,80

48,27

49,80

48,36

47,67

47,51

MÉDIA

DP

51,133

± 1,303

50,702

± 1,213

48,536

t 1,451
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132

Figura 34 - Curvas de titulo fornecidas pelas várias amostras de

antissoro (A a F) que foram liofilizadas (L) ou não

(NL), após congelamento a -20°C ou a -190°C em

volumes crescentes (de cima para baixo), em frascos de

25 ml (à esquerda), ou de 30 ml (â direita), conforme

especificado na tabela 6. ~
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Tabela 32 - Valores de cL e Y m a y obtidos no ajuste dos pontos das

curvas dos antissoros (A a F) não liofilizados e
liofilizados. São também indicados na tabela os
resultados da análise estatística desses valores.

AMOSTRA

NÃO LIOFILIZADO LIOFILIZADO

(AFINIDADE)
xmax
<B/T) (AFINIDADE)

*max
(B/T)

27,02±6,86 38,7212,43 21,34±4,39 38,5112,17 NS

B

C

D

E

P

10,9313,49 35,4713,91 9,09+2,88 37,4614,34 NS

35,9314,79 31,6910,89 29,8814,93 30,9411,20 NS

18,1614,92 31,4312,48 17,1314,81 30,7914,81 NS

19,6514,40 38,6512,45 16,2613,55 38,3212,53 NS

14,4714,67 42,7614,34 10,5514,49 44,8416,65 NS

NS - Não significativo para P £ 0,05.
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RECÍPROCO DO TÍTULO DO 2 * ANTICORPO

Figura 35 - Curvas de titulo dos antissoros 146 e 285, que foram

armazenados tanto na forma liofilizada (L) como não

liofilizada (NL).
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A Tabela 33 apresenta os valores dos parâmetros determina-

dos pelo ajuste dessas curvas e o resultado do tratamento estatísti-

co desses valores.

*elos resultados obtidos nesse estudo da armazenamento dos

antissoros observou-se não haver diferença significativa entre as

formas liofilizada e não liofilizada, bem como entre as formas de

congelamento lento e rápido.

Em seguida a essas análises, 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 lotes 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 condições.

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 <* e Y m a x obtidos no ajuste dos pontos das

curvas de titulo dos antissoros 146 e 285, não
liofilizados e liofilizados. São também indicados na
tabela os resultados da análise estatística desses
valores.

ANTISSORO

NÃO LIOFILIZADO

'max
(AFINIDADE)

LIOFILIZADO

(AFINIDADE)
xmax
(B/T)

146 15,31±3,13 32,34±2,05 12,5213,04 33,47±2,68 NS

285 30,02±18,46 34,68±3,45 32,87±14,77 34,89±3,51 NS

NS - Não significativo para P $ 0,05.
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Figura 36 - Fotografia dos frascos dos antissoros produzidos

armazenados na forma congelada (à esquerda) e liofi-

lizada (à direita).
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5 - DISCUSSÃO

5.1. OBTENÇÃO DA IgO DE COELHOS

As imunoglobulinas são proteínas séricas secretadas por

linfócitos ativados e constituem um grupo de moléculas heterogêneas

em termos de carga, massa e atividade biológica. Essas proteínas

representam as globulinas mais básicas do soro. Elas possuem

mobilidade eletroforética lenta e sua solubilidade, aliada ao seu

ponto isoelétrico relativamente alto, servem de base para a maioria

das técnicas de separação das imunoglobulinas (21).

Diversas técnicas tém sido utilizadas para sua purificação,

dependendo do objetivo e do grau de pureza desejados. Vários métodos

são usualmente empregados, compreendendo o fracionamento com etanol,

a precipitação com concentração elevada de sais neutros, a formação

de complexos protêicos insolúveis, a formação de complexos antígeno-

anticorpo (21) e a separação pela adição de ácidos graxos (78). Os

métodos não específicos, baseados nas propriedades físico-qulmicas

dessas proteínas, são os mais utilizados devido a sua praticidade.

0 procedimento de precipitação com sais neutros apresenta

algumas vantagens sobre os demais, com exceção da separação pela

adição de ácidos graxos, pois além desta técnica ser bastante

simples, o risco de denaturação das imunoglobulinas é pequeno (21).

No presente trabalho, empregou-se o método de precipitação

com sulfato de sódio seguida de cromatografia de troca ionica em

DEAE-celulose, pelo fato de seus reagentes estarem disponíveis nos

laboratórios do IPEN-CNEN/SP e pela experiência bem sucedida de

trabalho anterior realizado nesses laboratórios (11).

Para o isolamento da IgG empregou-se uma mistura de soro de
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coelhos, cuja normalidade foi comprovada pela determinação da

concentração de proteínas totais nas diferentes amostras de soro.

Esses valores, com concentração média de 6,94 ± 0,63 g% (Tabela 7),

apresentaram-se compatíveis com o padrão 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 proteínas totais. Ap6s precipitação do soro com sulfato de

sódio obtiveram 3,5 g de proteínas, correspondendo a um rendimento

de apenas 6,34% (Tabela 8). Este valor poderia ser explicado pelo

tipo de sal neutro utilizado na precipitação, visto que Higuchi e

cols. (36), empregando sulfato de amônio, obtiveram rendimento da

ordem de 30%.

Outro fator que pode ter contribuído para este rendimento

baixo foi a cristalização do sal observada durante as centrifugações

realizadas a 4«C, provavelmente devido ao fato deste sal ser menos

solúvel a baixas temperaturas (21, 40). A obtenção de rendimento da

ordem de 25% em purificação anterior (dados não publicados), quando

as centrifugações foram realizadas a temperatura ambiente (11),

corrobora essa suspeita.

Após a purificação em DEAE-celulose (Figura 6), as frações

que foram reunidas, correspondentes aos picos protèicos obtidos nas

duas cromatografias, prévia e posterior, apresentaram

respectivamente 0,2 0 1,3 g de igG, fornecendo valores de

recuperação similares; 40 e 43% respectivamente. Entretanto, Higuchi

e cols. (3<) obtiveram nessa mesma cromatografia recuperação duas

vezes maior (83%). Obteve-se, portanto, nas duas purificações uma

• quantia total de 1,5 g de IgG, que correspondeu a um rendimento de

2,71% (Tabela 8).

Após a reprecipitação com sulfato de sódio, a recuperação
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obtida fot novamente muito muito próxima para as duas purificações;

55 e 66% para as purificações previa e ulterior, respectivamente.

Nessa etapa obteve-se nas duas purificações um total de 0,97 g de
*

proteína, correspondendo a um rendimento de 1,75% (Tabela 8).

Durante a concentração final da solução de IgG resultante

das duas purificações, ocorreu uma pequena perda de material,

obtendo-se 0,85 g de proteína em 80 ml de solução, que correspondeu

a um rendimento final apreciável, de 1,54%. Relatos da literatura

que empregam procedimentos relacionados, referem-se a rendimentos

finais que vão 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 análise imunoeletroforética do material obtido. Essa

técnica é amplamente empregada e na sua forma mais simples, consiste

de uma separação eletroforética seguida de uma imunodifusão.

A imunoeletroforese da IgG obtida nas duas purificações

apresentou padrão similar, revelando, frente ao soro de carneiro

anti-soro total de coelho, uma única linha de precipitação com

mobilidade eletroforética de IgG, indicando serem preparações de

pureza elevada (Figura 7).

Em purificação de IgG de coelho realizada anteriormente nos

laboratórios do IPEN-CNEN/SP, empregando-se a mesma metodologia,

obteve-se uma preparação igualmente pura (11).

0 resultado da EGPA a 7% da IgG obtida nas duas

purificações revelou uma banda principal (Figura 8), confirmando sua

pureza. Higuchi • cols. (3<) obtiveram resultados similares

desenvolvendo a EGPA a 12,5%.

As 850 mg de IgG resultantes no final do processo de

purificação foram mantidas «D solução congelada. Inicialmente, elas
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foram armazenadas durante 6~ meses a -200C, sendo posteriormente

transferidas para um congelador a -80«»C.

Evitou-se a estocagem da IgG na forma liofilizada, pois a

liofilização usualmente causa alguma agregação guando a IgG é

reconstituída (4C).

5.2. OBTENÇÃO DO 80R0 DB CARNEIRO ANTI-IgO DB COELHO

5.2.1. ANIMAIS

Diz-se freqüentemente que a produção de antissoros 6 mais

uma arte do que ciência (45) e vários métodos têm sido empregados na

tentativa de se obter antissoros adequados. Entretanto, numerosos

fatores podem influenciar o provável sucesso dessa produção, desde a

imunogenecidade do antigeno e a espécie animal imunizada até o

emprego ou não de adjuvantes.

A escolha da espécie animal para a produção de um segundo

anticorpo para RIE é determinada por dois fatores:

* Como o primeiro anticorpo do RIE é gerado em cobaias,

coelhos, cabras ou carneiros, para a produção do segundo anticorpo

são necessários animais de outras espécies.

Esses antissoros precipitantes possuem normalmente

títulos baixos, requerendo diluições 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, são empregados usualmente para tal finalidade animais como

burros, carneiros, • cabras (15, 1C, 19, 25, 3i, 47, 59, Cl, 79).

Dessa forma alguns autores produziram segundo anticorpo

para RIE em carneiros e cabras contra a IgG de coelho (15, 1$, 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, 25).

Entretanto, outros autores que produziram o primeiro

anticorpo para RIE em cobaias prepararam o antissoro precipitante em

coelhos (18, 34, 57, 58).

Para que um animal apresente uma boa resposta imunológica

contra um determinado antlgeno é fundamental que ele seja mantido em

um alojamento adequado, evitando o risco de contaminações durante o

procedimento experimental. Qualquer contaminação ambiental pode

ocasionar a perda da especificidade e um decréscimo no titulo de

seus antissoros.

Além disso, os animais devem apresentar estado de saúde

normal, sem quaisquer alterações no quadro sangüíneo ou parasitoses,

que podem influenciar a obtenção dos anticorpos.

Isto pode ser comprovado pela análise 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 indução de anticorpos (apôs a 4* in-

jeção de reforço).

Observa-s? nessa mesma figura que o ovino 146 também apre-

sentou uma queda no titulo de seu antissoro apôs a intervenção ci-

rúrgica a que foi submetido para a extração do cálculo uretral (após

a 8fl injeção de reforço), embora o exame das proteínas totais e o

hemograma tenham se apresentado normais.
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5.2.2. E8QDEMA DS IMUNIZAÇÃO -

O esquema de imunização também é muito importante na pro-

dução de antissoros adequados. Escolheu-se o método de imunização

que emprega doses pequenas do imunógeno, inoculado em sítios múti-

plos, devido a correlação inversa que existe entre a dose do antíge-

no e a afinidade do anticorpo produzido.

Além disso, pequenas doses de imun6geno são desejadas para

se obter antissoros com títulos elevados. Esse efeito foi reportado

por Vaitukaitis e cols, (to) em 1971 quando produziram antissoros

para hormônios peptidicos e esteróidicos com títulos altos, minis-

trando doses pequenas do imunógeno, emulsif içado em adjuvante de

Freiind, em 30 è 50 sítios intradérmicos de coelhos.

Chapaman e cols. (It) e Kakabakos e cols. (47) também se

referem a produção de antissoros precipitantes para RIE empregando

doses pequenas de imunógeno, 100 ug e 500 ug, respectivamente. Eles

inocularam a IgG de coelho em sitios múltiplos intramusculares ou

subcutãneos de burros (It) e em cinco sitios, sendo um intraperito-

nial, dois na região do maxilar e dois na região inguinal de carnei-

ros (47).

Entretanto, outros autores empregaram quantidades maiores

do imunógeno (IgG de coelho) na produção desses antissoros em car-

neiros: dois miligramas administrados na região paraesternal na imu-

nização primaria e seis mg nas imunizações de reforço (11), 6,5 mg

inoculados na cauda do animal (3i) e ainda 1,5 mg inoculados em qua-

tro sitios intramusculares (59).

Outro fator que aumenta a resposta do sistema imunitãrio

na produção de antissoros é o emprego de AFC, o qual contém bacilos

da tuberculose mortos, • quando injetado juntamente com o imunógeno
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potência a resposta do organismo contra ele. Esse aumento da respos-

ta pelo sistema imune 6 devido as seguintes formas de atuação do AFC

•

a) Retarda a absorção do antlgeno no local da injeção, evitando des-

se modo a rápida degradação do imunógeno pelas enzimas proteolíticas

circulantes;

b) Facilita a fagocitose do imunógeno pelos macrófagos, que é una

etapa inicial essencial para produção de anticorpos;

c) Origina a formação local de lesão granulomatosa, que pode agir

como foco de formação de anticorpos;

d) Causa estimulo tanto local quanto geral do sistema retículoendo-

telial, com multiplicação de macrófagos e de células linfóides imu-

nologicamente ativas.

Enquanto muitos autores empregaram o AFC apenas na imuniza-

ção primária (18, 19, 34, 59, 61), KakabaXos e cols. (47) o utiliza-

ram em todas as imunizações de carneiros para a produção de antisso-

ro anti-IgG de coelho, realizando injeções mensais. Portanto, devido

as suas características, empregou-se nesse trabalho o AFC em todas

as imunizações.

Uma pausa na imunização após as sangrias maiores é favo-

rável para a reabilitação dos animais, principalmente daqueles que

são imunizados por períodos longos. Para alguns animais essa pausa

acentua o titulo enquanto que em outros não altera o titulo do an-

tissoro que está sendo produzido. Esse efeito já havia sido verifi-

cado por Chapman e colaboradores (19) em jumentos imunizados com IgG

de coelho, após permanecerem algumas semanas em repouso depois da

sangria de volumes maiores.

Entretanto neste trabalho, os títulos dos antissoros pro-

duzidos não sofreram muitas alterações após os dois períodos de des-

canso aos quais os animais foram submetidos (Figura 10).
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5.2.3. RADI0IMUN0EN8AI0 DO taTBH

* Empregou-se neste trabalho o RIE do TSH visando a avaliação

dos diferentes antissoros anti-IgG de coelho produzidos nos quatro

ovinos, em comparação 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

laboratórios do IPEN-CNEN/SP (4, 11, 13, 14, 31, 51).

O hTSH foi radioiodado pelo método clãssico da oxidação pe-

la Cloramina T pois além de ser universalmente utilizado, seus pro-

cedimentos são simples e rápidos.

A purificação do 125I-hTSH em cromatografia de exclusão mo-

lecular em Sephadex G-100 foi eficiente para separar o traçador dos

possíveis agregados de peso molecular elevado e do 125i livre, re-

sultando em traçadores de pureza adequada. Além disso, tal purifica-

ção possibilitou a determinação do rendimento das radioiodações e da

atividade específica dos traçadores (Tabela 9).

Os valores de coeficiente de distribuição (Kd) obtidos nes-

te trabalho mostraram-se compatíveis com aqueles obtidos em traba-

lhos realizados anteriormente nos laboratórios do IPEN-CNEN/SP (50,

68). Esses resultados indicam a adequação desse critério escolhido

para identificar o pico correspondente ao 125I-hTSH puro.

Embora dados da literatura (31, 42, 50) refiram-se ao arma-

zenamento do 125I-hTSH por aproximadamente 60 dias para uso no RIE,

empregou-se neste trabalho, o 125l-hTSH por um período de até 90

dias.

Com os traçadores obtidos neste trabalho, determinou-se a

ótima diluição do primeiro anticorpo, empregado no RIE para a ava-



141

liação dos segundos anticorpos produzidos nos carneiros, em compara-

ção com aquele importado.

*.2.4. AVALIAÇÃO DOS ANTI8SORO8 DB CARNEIRO ANTI-IgG DE

COELHO

Pelos resultados obtidos na produção dos duplos anticorpos,

observa-se que os animais desenvolveram antissoros com títulos dife-

rentes ap6s as diversas injeções de reforço. Esse efeito depende da

própria resposta imune do animal, sendo independente ao esquema de

imunização.

Observa-se também, que em algumas das sangrias maiores os

antissoros tivera» seus títulos diminuidos, não sendo possível de-

tectar qual a causa deste efeito aleatório. Inclusive, o antissoro

obtido na segunda sangria de grandes volumes do ovino 146, perdeu

completamente o seu titulo, provavelmente devido a urolitíase causa-

da pela alimentação exclusiva com ração.

Analisando-se os resultados comparativos da determinação

dos títulos dos antissoros pela imunodifusão e pelo RIE observa-se

que o titulo desses antissoros, usualmente determinado pelo RIE,

também pode ser determinado pela intensidade da linha de precipita-

ção formada entre o antlgeno e o anticorpo.

Portanto, a evolução do titulo dos antissoros poderia ser

acompanhada pela inunodifusão, enquanto que o RIE seria empregado na

determinação do titulo definitivo dos antissoros obtidos nas san-

grias maiores.

A grande vantagem de se empregar a imunodifusão seria a

praticidade do método. Além disso, esse método descrito há 30 anos

(62), é amplamente utilizado, pois permite a comparação simultânea

de muitos sistemas antlgenõ^anticorpo, em uma mesma análise.
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Foram obtidos neste trabalho, imuno-soros precipitantes do

RIE que apresentaram títulos superiores a um antissoro preparado an-

teriormente nos laboratórios do IPEN-CNEN/SP (11) e até mesmo supe-

Viores ao do antissoro de referência da RSL (64).

Pela análise dos resultados obtidos nas características de

precipitação dos duplos anticorpos, observa-se que a maioria dos an-

tissoros apresentou títulos mais altos na presença de concentrações

maiores de SCN (diluição de 1:100), tal como ocorreu com o antissoro

de referência da RSL. Altas concentrações de soro carreador não imu-

ne são preferíveis para manter um platô de precipitação seguro, vis-

to que uma maior massa de precipitado auxilia na separação das fra-

ções livre e ligada (69).

Outros autores empregando o mesmo método de separação para

o RIE citam diluições de SCN que vão desde 1:100 até 1:400 (5, 18,

54, 56, 57, 58, 76).

Os resultados do estudo da cinética de precipitação dos an-

tissoros produzidos sugerem que eles podem ser empregados na separa-

ção de RIEs, necessitando de um tempo mínimo de incubação de uma ho-

ra, independentemente da temperatura, quer seja quatro, 20 ou 37BC.

Resultados similares foram encontrados com o antissoro RSL,

que conforme recomendado pelo seu fabricante (64), apresentou a pre-

cipitação máxima quando incubado por aproximadamente uma hora (45

minutos) à temperatura ambiente.

Embora a análise de variáncia dos pares de pontos das cur-

vas da cinética de reação de todos os antissoros, tenham apresentado

curvas diferentes para as três temperaturas estudadas, sugere-se que

a temperatura ideal de incubação desses antissoros no RIE seria de

200C. Além disso, essa temperatura de incubação é condizente com

aquela especificada pela RSL (64), ou seja, i temperatura ambiente.
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A diminuição da capacidade de ligação observada guando os

antissoros foram incubados sob temperatura mais alta, 37°C (Tabela

17), deve ser devida a dissociação do complexo antlgeno-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-

tação maior com o aumento da temperatura de quatro para 37°C, atin-

gindo porém, a precipitação máxima somente após 2,5 horas de incuba-

ção.

Quando compararam-se os valores médios das ligações ines-

peclficas obtidos no estudo da cinética de precipitação, observou-se

não haver diferença significativa entre as temperaturas de quatro 20

e 37°C, para a maioria dos antissoros, incluindo aquele comercial.

Entretanto, observou-se diferença significativa entre <ts três 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 20QC e 20 e

37°C para o antissoro 285.

Os resultados obtidos na determinação da reação cruzada

com a IgG humana indicam que, embora as moléculas de IgG de verte-

brados apresentem pequenas variações entre si (17) não houve reação

dos duplos anticorpos produzidos neste trabalho com a IgG humana.

Isso sugere que esses antissoros podem ser empregados na separação

de RIEs sem haver ligação inespeclfica com a IgG presente no soro

humano.

A partir dos 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 rápido é preferível para manter o

antissoro inalterado e que a estocagem na forma liofilizada é ideal
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para preservar sua integridade por períodos longos (49). Além disso,

a estocagem na forma liofilizada 6 preferível para o transporte des-

se tipo de material biológico.

Embora nos países desenvolvidos os métodos radioimunológi-

cos já tenham sido substituídos por métodos não isot6picos, nos paí-

ses em desenvolvimento como o Brasil, o RIE ainda é utilizado e é

esperado, nesses países em desenvolvimento, que ele tenha uma vida

longa (63).

0 método de separação do RIE pelo duplo anticorpo é muito

empregado devido ao fato dele se ligar especificamente ao primeiro

anticorpo, apresentando ligação inespeclfica baixa. Tanto os anti-

corpos produzidos neste trabalho como aquele importado apresentaram

ligação inespeclfica da ordem de 3%. Além disso, em estudos recentes

foram obtidos resultados similares e até mais precisos e sensíveis

pela separação do RIE com o duplo anticorpo assistido pelo PEG, em

comparação com primeiros anticorpos em fase s61ida magnetizável (4,

O duplo anticorpo produzido neste trabalho além de poder

ser empregado com PEG, já foi acoplado à partículas magnéticas e

utilizado na separação do RIE de hTSH com Ótimos resultados (4).

Assim como o Brasil, outros países em desenvolvimento como

o Uruguai e ainda países subdesenvolvidos como Cuba e Bolívia, tam-

bém tém produzido o segundo anticorpo localmente a fim de substituir

as importações (f, 18, 73).

A produção em maior escala deste segundo anticorpo, genui-

namente nacional, pelos laboratórios do IPEN-CNEN/SP seria perfeita-

mente ezequlvel, necessitando apenas da ampliação do Biotério da

Instituição, com instalação de um local para alojamento e manuseio

de animais de porte médio.
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€ - CONCLUSÕES

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que:

1 - Foi possível reproduzir um procedimento eficiente para a pu-

rificação da IgG de coelho baseado na precipitação com sal

neutro, seguida de cromatografia de troca iônica.

2 - A IgG assim purificada apresentou grau de pureza elevado e foi

muito adequada para a indução de anticorpos específicos.

3 - Obteve-se IgG purificada em quantidade suficiente para a

imunização de centenas de carneiros a serem utilizados na

produção de um segundo anticorpo para radioimunoensaio.

4 - A IgG obtida foi acondicionada apropriadamente, de forma a

permitir sua utilização na obtenção de anticorpos por um

período longo.

5 - os ovinos procedentes do Instituto de Zootecnia da Secretaria

da Agricultura de São Paulo, bem como o protocolo de imunização

empregado, mostraram-se muito apropriados para a produção de

imuno-soro contra a IgG de coelho.

6 - A alimentação à base de verde é fundamental para a

preservação da saúde dos ovinos, devendo-se evitar o forneci-

mento exclusivo de ração.

7 - Pelo menos quatro injeções de reforço foram necessárias para

produzir boa resposta nos animais.
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8 - Os~ imuno-soros dos carneiros apresentaram características de

precipitação similares aquelas exibidas pelo anticorpo

importado (RSL), revelando até títulos superiores, sendo

portanto tão adequados quanto o anticorpo comercial para serem

empregados na separação do RIE.

9 - Os antissoros foram armazenados apropriadamente, de forma a

permitir seu emprego por um período longo e seu eventual

transporte.

10 - Criou-se experiência suficiente para a produção deste reagente

biológico do RIE, que poderá ser efetuada integralmente no

pais, em maior escala.
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