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RESUMO 

A IgG de cobaia foi isolada e purifi-
cada pela precipitação com ácido caprilico 
seguida de adsorção em "batch" com DEAE-
celulose. A eficiência do procedimento foi 
verificada pela determinação das proteínas 
totais durante as etapas de purificação. 
Comprovou-se a pureza do produto final por 
meio de imunoeletroforese frente a soro de 
coelho anti-soro total de cobaia. Foram 
obtidos 240 mg de IgG pura a serem empre-
gados na produção do segundo anticorpo es-
pecifico para radioimunoensaio. 

INTRODUÇÃO 

O preparo de reagentes para radioimu-
noensaio tem sido tema das pesquisas em 
desenvolvimento no IPEN, visando a substi-
tuição de produtos importados [1, 4, 6 e 
9]. 

O presente trabalho descreve o isola-
mento e a purificação da IgG de cobaia a 
ser utilizada na produção de um segundo 
anticorpo para radioimunoensaios, nos 
quais o primeiro anticorpo é gerado em co-
baias. 

Esse duplo anticorpo será utilizado 
principalmente na separação do ensaio de 
pró-insulina humana, desenvolvido em nos-
sos laboratórios, em substituição ao soro 
de cabra anti-IgG de cobaia, importado da 
Pel-Freez, EUA [2]. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

Utilizou-se soro normal de cobaias 
Inglesas, obtido por sangria via punção 
cardíaca de 18 animais provenientes do 
Instituto Butantan. A normalidade dos so-
ros foi confirmada pela determinação da 
concentração de proteínas totais pelo mé-
todo de Gornall e cols. (5]. 

A IgG foi isolada e purificada a par-
tir de uma mistura de 100 ml desses soros, 
segundo a técnica descrita por Steinbuch e 
Audran [10]. Inicialmente, adicionaram-se 
ao soro aproximadamente 200 ml de tampão 
acetato de sódio 0,06 M pH 4,0, sob agita-
ção constante, até a solução atingir um pH 
final de 4,8. Em seguida, acrescentaram-se  

7,5 ml de ácido caprilico gota a gota, 
sendo a solução submetida a agitação vigo-
rosa por 30 minutos. 

O material foi então centrifugado a 
3500 RPM durante 20 minutos, sendo o so-
brenadante reservado e o precipitado lava-
do três vezes com tampão acetato de sódio 
0,015 M pH 4,8. O precipitado foi despre-
zado e os sobrenadantes obtidos durante 
essas lavagens foram reunidos com aquele 
reservado anteriormente. 

O pH da solução resultante foi eleva-
do para 5,7, ela foi dialisada contra tam-
pão acetato de sódio 0,015 M pH  5,7 e con-
centrada por meio de membrana Diaflo PM 
30, em sistema de ultrafiltração Amicon. 

A IgG dessa solução foi purificada 
pela adição de 6 g de DEAE-celulose, se-
guida de agitação lenta por 30 minutos, 0 
material foi centrifugado a 3500 RPM por 
30 minutos.  A IgG presente no sobrenadante 
foi dialisada contra solução fisiológicae 
concentrada em saco de diálise envolvido 
por Sephadex G-50 seco. 

Com exceção da ultrafiltração e da 
diálise, que foram realizadas a 4aC, os 
demais procedimentos foram efetuados a 
temperatura ambiente. Durante as diferen-
tes etapas de purificação, a concentraçâo 
protêica foi avaliada pelo método do Biu-
reto. 

A pureza da IgG obtida foi verificada 
por imunoeletroforese frente a soro de 
coelho anti-soro total de cobaia (Sigma 
Immunochemicals) . Ela foi então esterili-
zada em membrana Millipore e armazenada em 
aliquotas de 1 ml a -805C. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A concentração média das proteínas 
totais determinada no soro das cobaias foi 
de 5,41 ± 0,41 g/100  ml, cujos valores in-
dividuais estão apresentados na tabela 1. 
Esses valores são compatíveis com o inter-
valo de normalidade para cobaias descrito 
na literatura, que vai de 4,6 a 6,2 g/100 
ml [7]. 

A tabela 2 exibe os níveis das pro-
teínas totais e os respectivos rendimeitos 
percentuais, obtidos nas várias etapas de 
purificação da IgG. Observa-se que os 100 
ml de soro normal das cobaias, que conti- 
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ETAPAS 	DE 
PURIFICAÇÃO 

• Soro total 

Precipitação 
com ácido 
caprilico 

Adsorção em 
Jatch" com 

DEAE-celulose 

Concentração 
final 

nham 5,41 g de proteínas totais, fornece-
ram 0,24 g, correspondendo a um rendimento 
final de 4,46%. 

Tabela 1 - Concentração de proteínas to-
tais do soro das diferentes 
cobaias. 

Animal 
(nQ) 

Proteínas Totais 
(g/l00 ml) 

1 4,6 
2 5,4 
3 5,6 
4 5,9 
5 5,8 
6 6,0 
7 5,8 
8 6,0 
9 5,9 

10 5,5 
11 5,0 
12 5,4 
13 4,8 
14 4,7 
15 5,6 
16 5,5 
17 5,0 
18 4,9 

Média - 5,41 
Desvio = ± 0,41 
Padrão 

Tabela 2 - Purificação da IgG de cobaia. 
Valores de proteínas totais e 
respectivos rendimentos per-
centuais. 

PROTEÍNAS 
TOTAIS 

(g) 

RENDIMENTO 

(%) 

5,41 100 

0,53 9 , 90  

0,27 5,02 

0,24 4,46 

Esse rendimento foi superior aquele 
obtido anteriormente em nossos laborató-
rios, quando se isolou a IgG de coelho pe-
la precipitação com sulfato de sódio e 
cromatografia em DEAE-celulose [8). Isso 
deve ser devido ao menor manuseio do mate-
rial pela precipitação com o ácido capri-
lice e adsorção em "batch" com DEAE-celu-
lose. 

Entretanto, outros autores empregando 
esse mesmo procedimento na purificação da 
IgG humana, obtiveram rendimentos ainda 
maiores, da ordem de 10 a 12% [10]. 

A figura 1 apresenta o resultado da 
imunoeletroforese da IgG purificada, reve-
lando, frente ao soro de coelho anti-soro 
total de cobaia, uma linha ünica de preci-
pitação com mobilidade eletroforética de 
IgG. 

2 

♦ 	 3 

Figura 1 - Padrão imunoeletroforético da 
IgG purificada: (1) soro total 
de cobaia; (2) IgG purificada; 
(3) soro de coelho anti-soro 
total de cobaia. 

Portanto, além da purificação da IgG 
pela ajuda do ácido caprilico ser um pro-
cedimento bastante prático, por envolver 
uma única precipitação, ela forneceu um 
produto final de pureza elevada. 

Os 240 mg de IgG obtidos foram dis-
tribuidor em frascos estéreis, contendo 
10,98 mg cada e mantidos a -80 20. 

Considerando que na obtenção dos an-
ticorpos empregam-se quantidades pequenas 
do imunógeno, da ordem de 100 a 500 ug por 
injeção (3 e 9], a quantidade de IgG iso-
lada neste trabalho permitirá a imunização 
de muitos animais para a produção do duplo 
anticorpo de radioimunoensaio. 

CONCLUSÕES 

Os resultados obtidos neste trabalho 
indicam que a técnica empregada para o 
isolamento da IgG do soro de cobaias foi 
eficiente e que a IgG obtida apresentou 
pureza elevada, sendo muito adequada para 
a produção de anticorpos especificos. Além 
disso, a quantidade de imunógeno isolada 
permite a obtenção desse segundo anticorpo 
para radioimunoensaio em muitos animais. 
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