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ABSTRACT

A good RIA scparation technique is essential to develop precise assays and-
the doublc anubodoy separation method is one of the most widcly
employed. saustving the majority of the criteria required by RIA. However,
its higth cost 1 11s main disadvantage, which leads to employ less expensive
techiques. that are not so efficient. Therefore, our institution is producing a
second antthody to be used in insulin assays, in which the first antibody is
raised in guinca pig. Three shecp were immunized whith 500 pug of guinca
pig IgG puniticd at our laboratory emulsified in Freund Complete Adjuvante
and adnunisered by mulusite subcutaneous injecton at 20 day ntervals.
Blood samiplos wore taken from the jugular vein 10 days after boosts. After
each four buosts 4 great bleeding was done by the same route.” After these
bleedings. the amimals were subjected to a rest before being reimmunized.
The antiscra utle were determined by the immunodifusion method in
comparasion with a reference antiserum of know quality produced in goat by
the Pel -Freez. USA. Aproximately 3.5 L of antiserum were produced from
the three sheep which presented title very similar to those exhibited by the
commercial product. even presenting higher values.

INTRODUCAO

O radioimunocnsaio (RIE) desenvolveu-se muito rapidamentc nos dlumos 20 anos.
Atualmente nos paises cm desenvolvimento, cerca de 500 hospitais, universidades e laboratorios de
andlises clinicas realizam cstes ensaios em alguma proporgdo [1] .No Brasil, com raras excegoes, a
exccugao do RIE ainda depende da importagaa de seus reagentes biol6gicos, quer seja a grancl, ou
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na forma de conjuntos diagndsticos, o que resulta num prego elevado deste exame.

Com o objetivo de substituir as importagdes, o laboratério de RIE da Divisdo de Medicina da
nossa Instituicdo estd preparando os reagentes especificos para alguns RIEs hormonais, como
antigenos purificados, tragadores, primeiro e segundo anticorpo.

A maioria dos RIEs sao semelhantes na etapa inicial de incubago do anticorpo com o antigeno
marcado isotopicamente € com o antigeno padrdo ou com a amostra desconhecida. Entretanto, estes
diferem quanto ao método utilizado na etapa final para separar o antigeno ligado ao anticorpo
daquele livre que € a principal fonte de imprecisdo destes ensaios [2].

O método de separagido denominado de duplo anticorpo, que emprega um segundo anticorpo
para precipitar o complexo antigeno-anticorpo é um dos mais utilizados, satisfazendo os critérios de
eficiéncia, praticabilidade e aplicagdo geral [3]. Entretanto,seu custo elevado da ordem de Us$
1.000,00 cada 500 ml [4] € a sua principal desvantagem, o que muitas vezes conduz ao emprego de
reagentes menos onerosos, mas que nao sao tao eficientes para a separagao dos RIEs.

Realizou-se portanto, no presente trabalho, a produgio de um segundo anticorpo anti IgG de
cobaia a ser empregado no RIE de insulina e peptideos relacionados, desenvolvidos em nossos
laboratérios.

MATERIAIS E METODOS
Uulizaram-se trés ovinos deslanados e do sexo masculino, recebidos como doagao do Instituto
de Zootecnia da Secretaria da Agricultura do Estado de Sao Paulo ( IZSA ). Eles encontram-se

alojados nas dependéncias do Instituto Biol6gico e estio sendo mantidos pela Fundagao Faculdade
de Medicina da USP (TABELA1).

TABELA 1. Identificagdo dos Ovinos Utilizados na Produgao do Segundo Anticorpo.

NOME N° RACA
Havaiano 919 Morada nova
Hemafrodita 952 Morada nova
Horteleiro 1009 Morada nova

Ap6s verificagdio do estado normal de sadde, por meio de exames hematolégico e
parasitolégico de fezes, esses animais foram submetidos ao esquema de imunizagio.

A imunizagdo dos ovinos foi realizada empregando-se IgG de cobaia obtida em nossos
laboratérios por meio de fracionamento do soro com sulfato de amdnia, seguido de purificacdo em
“bach”com DEAE-celulose [5] . Foram realizadas inje¢des subcutdneas de 2 ml de uma emulsao
formada por volumes iguais de solugio fisiol6gica contendo a IgG ( 500 pug ), e de adjuvante de
Freud completo, distribuidos em 20 pontos da regido paraesternal dos animais, seguindo-se esquema
ja empregado em nossos laboratérios para a produgdo de um duplo anticorpo contra IgG de coelho
[6] . Essas injegdes foram repetidas com intervalo de 20 dias, colhendo-se pequenas amostras de
sangue pela veia jugular 10 dias apds cada injegdo de reforgo, para avaliagao do imunossoro dos
camneiros anti-IgG de cobaia.

A cada 4 injecoes de reforgo, foram realizadas sangrias de grande volume pela mesma via,
totalizando cerca de 1,5 litros de sangue, obtidos em duas colheitas espagadas de trés dias. Apds
cada uma dessas sangrias de grande volume, os animais foram submetidos a um periodo de descanso
de um més antes de serem reimunizados.

Os antissoros provenientes das diferentes sangrias foram avaliados pela técnica de
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imunodifusao, scgundo o método de Ouchterlony [7], cm comparagido com o scgundo anticorpo de
qualidadc conhccida, produzido em cabra pela Pel-Freez, EUA [4]. Rcealizaram-sc diluigdes scriadas,
quc variaram dc 1:1 até 1:128, distribuidos nos orificios periféricos de duas rosctas, dispostas lado a
lado cm uma mesma 1amina. O antigeno (1gG dc cobaia purificada ) foi colocado no orificio central,
na concentragao de 0,5 mg/ml. Foram estimados os titulos correspondentes & maior diluigao, quc
aprcsentou uma linha de precipitagao uniforme.

RESULTADOS E DISCUSSOES

A formagio dc nédulos nos locais das injegdes do imunégeno foi visualizada nos animais
poucos dias apds a imunizagao prim4ria ( Figural ).

Figura 1 - Fotografia do Ovino 952 apés a Nona Injegio de Reforgo.

Foram realizadas quatro sangrias dc grande volume durantc o periodo de produgido do
imunossoro anti-1gG de cobaia demonstradas na Figura 2. Essa Figura também apresenta a cvolugio
dos titulos dos antissoros dos ovinos no periodo em que foram imunizados com a IgG de cobaia.
Como podc ser observado nesta Figura, todos os animais apresentaram resposta imunolégica a partir
da primeira injecao de reforgo, € apés a quarta injegao apresentaram antissoros com titulos da ordem
de 1:8.

Apés o primeiro periodo de descanso, os titulos dos antissoros produzidos pelos animais 952 ¢
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1009 aumentaram de 1:8 para 1:32, valor este que permaneceu inalterado at€ a oitava sangria

Entretanto, o ovino 919 ndo apresentou esta res'p'osta, mantendo o titulo de seu antissoro
inalterado apGs o quinto reforgo. Este titulo baixo pode ser devido ao aparecimento de um célculo
uretral naquela ocasido, quando foi transferido para tratamento no Hospital Veterindrio da
FMVZ/USP, vindo a 6bito no mesmo dia, ndo sendo possivel colher seu sangue. O ovino 1009 que
apresentava um titulo de 1:64 ap6s o décimo terceiro refor¢o também veio a 6bito devido a um
calculo uretral
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Figura 2 - Evoluco dos Titulos dos Antissoros dos Ovinos em Fungdo do Tempo em que
Foram Submcudos a Imunizagdo, Intercalada por Periodos de Descanso. As Setas Indicam o
Periodo das Injc¢oes Primarias (P) e de Reforgo (R1 a R16). Sao Indicados na Figura os Volumes de
Sangue Colhidos dos Animais.

O ovino 952 manteve o titulo de 1:32 até o décimo sexto reforgo.

Os titulos dos antissoros aumentaram apds a imunizagdo que sucederam os periodos de
repouso. Esse efeito ji4 havia sido verificado por Chapman e colaboradores [8], em jumentos
imunizados com a IgG de coelho, que também apresentavam titulos mais elevados.

Foram obtidos portanto, imunossoros de carneiros contra IgG de cobaia com titulos superiores
aquele importado.

Esses estudos estdo sendo conduzidos de forma a permitir a futura produgdo e distribui¢do
desse duplo anticorpo produzido integralmente no pais.

A Figura 3 apresenta as imunodifusdes dos antissoros apds a ultima sangria de grande volume
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dc cada animal em comparagdo com o antissoro comercial da Pel - Frecz .

. Figura 3 - Imunodifusio dos Antissoros dos Ovinos 919 (A), 952 (B) e 1009 (C), Obudos na
Ultima Sangria de Grande Volume, e Antissoro Comercial (D).

(1) Anussoro na diluigao 1:1 (6) Antissoro na diluigdo 1:32

(2) Anussoro na diluigdo 1:2 (7) Antissoro na diluigao 1:64

(3) Anussoro na diluigdo 1:4 (8) Antissoro na diluigao 1:128

(4) Antissoro na diluigao 1:8 (9) 1gG de cobaia na concentragdo 0,5mg/ml

(5) Antissoro na diluigao 1:16

CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho permite concluir que:
- Confirmou-se a adequagdo da 1gG de cobaia isolada e purificada em nossos laboratorios,

1002



para a indugdo de anticorpos especificos em carneiros.

- Os ovinos procedentes do Instituto de Zootecnia da Secretaria da Agricultura de Sdo Paulo,
bem como o protocolo de imunizagio empregado mostraram-se muito apropriados para a produgdo
de imunossoros contra IgG de cobaia.

- Pelo menos quatro injegdes de reforgo foram necessdrias para produzir boa resposta nos
animais, que foram incrementadas seguindo-se os periodos de descanso. '

- Os imunossoros dos carneiros apresentaram titulos superiores aquele exibido pelo produto
comercial.

- A produgio deste antissoro realizada integralmente no pais poderi ser efetuada em maior
escala, substituindo o emprego dos produtos importados.
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