BRSc 34 49%g

ISSN ™101.3084

(=) CNEN/SP

[
, e n Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares

ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA IMUNOGLOBULINA (IgG) DE

SRy
COELHO PARA A PRODUCAO DE SESUNDO ANTICORPO PARA
RADIOIMUNOENSAIO

ﬂ

Sandra Rosa da SILVA e Vinia Cairn BORGHI

VPEN-PUR -~ 28K :

PUBLICACAO IPEN 294 MARGO/1990

2o g

’

SAO PAULO



PUBLICACAO IPEN 294 MARCO0/1990

ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA IMUNOGLOBULINA (lgG) DE
COELHO PARA A PRODUCAO DE SEGUNDO ANTICORPO
PARA RADIOIMUNOENSAIO

Sandra Rosa da SILVA e Vinia Caira BORGHI)

DEPARTAMENTO DE APLICACOES EM CIENCIAS BIOLOGICAS

CNEN/SP
INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES
S8AO PAULO - BRASIL



Série PUBLICAGAO IPEN

INIS Categories and Descriptors
C45.00

IMMUNOGLOBULINS

SODIUM SULPHATES
PRECIPITATION

ION EXCHANGE CHROMATOGRAPHY
RADIOIMMUNOASSAY

IPEN - Doc - 3672
Aprovedo pers publicecio em 18/01/90.
Nots: A redacfo, ortografia, conceitos e revislo final slio de responsebilidade dols) autor(es).



ISOLAMENTO E PURIFICACAO DA IMUNOGLOBULINA (IgG) DE COELHO
PARA A PRODUCKO DE SEGUNDO ANTICORPO PARA RADIOIHUNOENSAIO.*

Sandra Rosa da SILVA
Vania Caira BORGHI

COMISSAO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR - SP
INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGETICAS E NUCLEARES
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RESUMO

Imunoglobulina (IgG) de coelho foi isolada e purifica-
da pela precipitacao com sulfato de sodio seguida de croma-
tografia de troca ionica em DEAE-celulose. A eficiencia do
procedimento foi verificada pela determinacao das proteinas
totais durante varias etapas de purificacdo. Comprovou-se a
pureza do produto final por meio de imunoeletroforese fren-
te a soro de carneiro anti-soro total de coelho. Foram
obtidos 850 mg de 1IgG pura, suficientes para a imunizacao
de muitos carneiros a serem utilizados na producao de segun

do anticorpo para radioimunoensaio.

(*) Trabalho apresentado na "418 Reunido Anual da Socieda-
de Brasileira para o Progresso da Ciéncia” - Fortaleza
(CE), de 9 a 15 de julho de 1989,
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ISOLATION AND PURIFICATION OF RABBIT IMMUNOGLOBULIN (IgG)
FOR THE PRODUCT:. N OF A SECOND ANTIBODY FOR RADTIOIMMINOASSAY*

Sandra Rosa da SILVA
Vania Caira BORGHI

BRAZILIAN NUCLEAR ENERGY COMMISSION
NUCLEAR AND ENERGY RESEARCH INSTITUTE
P.0. Box 11049 - Pinheiros
05508 - Sao Paulo - BRAZIL

ABSTRACT

Immunoglobulin (IgG) from rabbit serum was isolated
and purified by sodium sulphate precipitation followed by
ion exchange chromatography on DEAE-cellulose. The effici-
ency of the procedure was followed by total protein deter-
mination during all purification steps. The purity of the
final product was verified through immunoelectroforesis of
IgG with sheep serum anti-rabbit whole serum. Were obtained
850 mg of pure IgG, enough for the immunization o several
sheeps to be used in the production of a second antibody for

radioimmunoassay.

(*) Paper presented at 419 Reunido Anual da Sociedade Brasi
sileird para o Progresso da Ciéncia, held in Fortaleza
(CE), July, 9-15, 1989,



INTRODUGKO

As imunoglobulinas sao proteinas sericas secreta-
das por linfécitos ativados, que tém a propriedade de rea
gir com substancias estranhas ao organismo, com o intuito
de defende-1lo contra possiveis agressoes. Essas proteinas
constituem um grupo de moléculas heterogéneas em termos
de carga, massa e atividade biologica, representando as
proteinas mais basicas do soro. Elas possuem mobilidade
eletroforetica lenta e suas solubilidades, aliadas aos
seus pontos isocelétrictos relativamente altos, servem de ba
se para & maioria das separacoes das imunoglobulinas.

Diversas tecnicas tem sido utilizadas para sua pu-
rificacao, dependendo do objetivo e do grau de pureza de
sejados. Varios meétodos sio usualmente empregados, compreendendoo
fracionamento com etanol, a precipitacao com concentracao
elevada de sais neutros, a formacao de complexos protéi -
cos insoluveis e & formacdao de complexos antigeno-anti-
corpo (1,2). Os métodos nao especificos, baseados nas pro-
priedades fisico-quimicas dessas proteinas, sao os  mais
utilizados devido a sua praticabilidade. © procedimento
da precipitacao com sais neutros apresenta algumas vanta
gens sobre os demais, pois além desta teéecnica ser bastan-
te simples, o risco de denaturacao das imunoglobulinas ¢
pequenc (1).

Realizou-se portanto, no presente trabalho, a puri
ficacao de IgG de coelho pela precipitacib com sulfato de
s6dio seguida de cromatografia de -troca ionica em DEAE-ce
lulose. A proteina assim purificada sera utilizada na pro
ducao de um soro de carneiro anti-IgG de coelho, emprega-
do como segundo anticorpo na separacao de radioimuno-
ensaios em que o primeiro anticorpo e produzido na mesma

espécie animal da IgG (3).



0 segundo anticorpo a ser produzido sera empregado
nos diversos radioimunoensaios realizados na Divisio de
Medicina do Instituto de Pesquisas Energeticas e Nuclea -
res, cujos primeiros anticorpos sao gerados em coelhos.

' 0 preparo deste segundo anticorpo faz parte de um
projeto que objetiva a nacionalizacao da producéo de rea-
gentes de radioimunoensaios hormonais; visto os produtos
existentes no mercado serem em sua grande maioria importa

dos.

MATERIAIS E METODOS

Utilizou-se sorc normal de coelhos Nova Zelandia
adultos, obtido por sangria via puncdo cardiaca de ani -~
mais provenientes dos biotérios do Instituto de Pesquisas
Energeticas e Nucleares, Instituto Butantan e Instituto
de Medicina Tropical de Sao Paulo. A normalidade do sorc
empregado foi confirmada pela determinacao da concentra -
cao das proteinas totais das diferentes amostras de soro
obtidas nas varias sangrias, pelo metodo de Gormall e cols,
(4), empregando um soro humano padronizado e cedido pelo
Dr. Mario Hirata na Faculdade de Ciencias Farmaceuticas
da Universidade de Sao Paulo.

As fracoes globulinicas foram separadas a partir
de 800 ﬁl de soro pela precipitagdo com sulfato de sddio
(1). Realizou-se uma primeira precipitacdo com sulfato de
sodio a 187, permanecendo esta solucao a temperatura am -
biente por 20 horas e por mais duasg horas a 379C, A se -
guir, a solucao foi submetida a centfifugacio a 2000 RPM
durante 15 minutos a 49C, sendo o sobrenadante reserva-
do e o precipitado reconstituido com 320 m{ de tampdo fosfa
to de potassio 0,1 M, pH 8,0.

Foi realizada uma segunda precipitacao com sulfato
de sodio a 12%, sendo novamente o precipitado separado e
reservado um segundo sobrenadante. Este precipitado foi

entao reconstituido com 160 mf do mesmo tampao fosfato de



potassio e clarificado por centrifugacao mas mesmas condi-
coes. O precipitado foi reservadc e o sobrenadante foi re-
precipitado juntamente com os demais, com sulfato de sodio
a 121 e centrifugado. O sobrenadante foi desprezado e o

precipitado, juntamente com aquele reservado anteriormsen

te, foi lialisado contra o mesmo tampao fosfato de potas

sio.

Apos nova dialise contra tampao fosfato de potas

sio 0,01 M, pH 8,0, concentrou-se o material por meio de
membrana Diaflo PM 30 em sistema de ultrafiltracao Amicon.
A fracao de IgGC foi entdo purificada por cromatografia de
troca ionica em dietil-aminoetil (DEAE) celulose (5).

Realizou-se uma cromatografia préevia, a partir de
uma pequena amostra de proteina isolada (0,5 g), a fim de
se testar o emprego de um lote de DEAE-celulose (DE - 52,
Whatman) estocado por mais de dez anos em nossos laborato-
rios. Utilizou-se portanto, uma coluna de pequenas dimen -
soes, de 7,) cm de altura e 1,0 cm de diametro, equilibra-
da em tampao fosfato de potassio 0,01 M, pH 8,0. A amostra
foi eluida no tampao de equilibrio da coluna, empregando-se
fluxo de 60 ml/h, sendo coletadas fracoes de 1,7 ml cada.

Confirmada a adequacao do uso desta celulose, reali
zou-se a purificacao do restante do material empregando-se
uma coluna de maiores dimensces, 25,0 cm de altura e 2,5cm
de diametro, coletando-se nas mesmas condicoes, fracdes de
4 mf cada. A presenca de proteina nestas fracoes foi veri-
ficada por leitura elpectrofotométréca a 280 nm.

As fracoes relativas ao pico proteico foram reuni -
das e reprecipitadas com sulfato de sodio a 18X, permane -
cendo esta solucao por 24 horas a 379C, antes do precipita
do ser separado por centrifugacao a 2000 RPM, durante 15
minutos a temperatura ambiente. Este precipitado foi lava-
do por 3 vezes consecutivas com solugdo de sulfato de 80 -
dio a 187, seguidas de centrifugacac nas mesmas condigoes,
a fim de se remover as impurezas que ainda pudessem estar

presentes. O material assim obtido foi inicialmente diali-



sado contra agua destilada para retirada do sulfato e a se-
guir contra solugao fisiologica.

A concentracao protéica foi avaliada pelo método do
Biur:to durante as diferentes etapas de purificacgao, sempre
sucedendo a concentracao e dialise do material.

A pureza da 1gG foi verificada por imumoeletroforese
frente a soro de carneiro anti-soro total de coelho, prepa-
rado pelo Dr. Helcio Corti Passos na Escola Paulista de Me-
dicina e pela eletroforese em gel de poliacrilamida a 7X,de
senvolvida de acordo com o metodo de Davis (6).

A solucao de IgG resultante das duas purificacoes foi
reunida e concentrada em saco de dialise, envolvido por Se-
phadex seco (G-50 médio, Pharmacia). Depois de determinada
sua concentracao, esta solucao, sob fluxo laminar, foi este
rilizada atraves de filtracao em membrana Millipore de0,22u
de dimetro, dividida em aliquotas e armazenada a -209C para
posterior imunizacao dos carneiros.

A figura 1 apresenta um diagrama dos procedimentos

empregados no isolamento e purificacao da 1IgG de coelho.

RESULTADOS E DISCUSSKO

A concentracgao média de proteinas totais determinada
nas amostras de soro dos coelhos foi de 6,94 ¢ 0,60 g/100
mf, variando de 6,2 a 8,2 g/100 mf, cujos valores individu-
ais estao representados na tabela 1, Estes valores sao com-
pativeis com o padrao de normalidade para coelhos descrito
na literatura (7).

A tabela 2 apresenta os valores de proteinas totais e
respectivos rendimentos percentuais obtidos na purificacéo
da 1gGC de coelho. Pela analise desta tabela observa-se que
a mistura de soro de coelhos empregada (800 =i) forneceu
55,2 g de proteinas totais. Apos precipitacao do soro com
sulfato d2 sodio obteve-se 3,5 g de proteina, corresponden-
do a um rendimento de apenas 6,34%. Este valor poderia ser

explicad. pelo tipo de sal neutro utilizado ns precipitacio,




rumnninotuﬂm Eﬁﬁéﬁiﬂir——————
Kiro, 0.1 K, o8 8,0} .

PRECIPITACAC COM

"1”& a 122
[FY CAO |
PRECIP
(=]
Ne,SO & 121

™ ARPOLAS
CONTENDO 10,7 ¢ 21,6 mg |

FIGURA 1 - Represern-acao diagramatica do isolamento

¢ purificacao da I1gGC de coelho.
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visto que Higuchi e cols. (8). empregando sulfato de amo-
nio, obtiveram rendimento da ordem de 30X.

Outro fator que pode ter contribuido para este rxea-
dimento baixo foi a cristalizacio do sal observada durante
as centrifugacoes realizadas a 49C, provavelmeate devidn
a0 fato deste sal ser menos soluvel a baixas temperaturas
(1,9). A obtencao de rendimento da ordem de 25% em purifi-
cagao aunterior (dados nao publicrdos), quando as ceatrifu-
gacoes foram res»’izadas = te-peritura ambiente (10), corro
bora essa suspen...

A figura 2 exibe os perfis cromatograficosdas puri-
ficacoes da IgC em DEAE-celulose, realizadas a partir de
0,5 g (purificacido teste) e das 3,0 g restantes de protei-
na; As fracoees que foram reunidss, correspondentes aos Pi
cos protéicos obtidos nessss duas cromatografias, apresen-
taram respectivamente 0,2 e 1,3 g de 1IgG, fornecendo valo-
res de recuperacao similares; 40 e 431 respectivavente.En
tretanto, Higuchi e cols. (8) obtiveram nmessamesma cromatogra-
fia recupe.acao duas vezes maior (832) . Obteve-se, portan
to, nas duas purificacces uma quantia total det1,5 g de IgG,
que correspondeu a um rendimento de 2,712 (tabela 2).

Apos a reprecipitacac com sulfato de sédio a recupe
ragao obtida foi novamente muito proxima para as duss puri
ficacGe;;.SS e 667 para a purificacao teste ¢ purificacao
ulterior, respectivamente. Nessa etapa obteve-se nas duas
purificacoes um total de 0,97 g de proteind, corresponden-
do a um rendimento de 1,752 (tabels, 2).

Durante a concentracap f nal da solucdo de IgG re-
sultante das duas purificacoes ocorreu usa pequena perds
de material, obtendo-se 0,85 g de proteina em 80 mf de so-
lucao, que correspondeu a um rendimento final apreciivel ,
de 1,54%1. Outros asutores empregando procedimentos relacio-
nados referem-se a rendimentos finais que vio de 0,42 2 8,12
8 partir do soro total (8,11,12),

A imunoeletroforese da 1gC obtida nessas duas puri
ficagcoes apresentou padroes similares revelande,frente so



1

soro de carneiro anti-soro total de coelho, uma unica linha
de precipitacao com mobilidade de IgG, indicando serem pre-
paracoes de pureza elevada (Fig. 3). Em purificacdo ante -
rior de IgG de coelho empregando metodologia similar, obte
ve-se uma preparacéo igualmente pura (10) com rendimento
final da ordem de 3% (dados nao publicados).

A figura 4 apresenta o resultado da eletroforese em
gel de poliacrilamida da IgG obtida nas duas purificacoes,a
qual revelou uma banda principal confirmando sua pureza.
Higuchi e cols.(8) obtiveram resultados similares pela ele
troforese em gel de poliacrilamida a 12,5%.

As 850 mg de IgG em solucao, resultantes dessas duas
purificacoes, foram distribuidas em ampolas estéreis conten
do 10,7 e 21,4 mg cada e mantidas a -209C, Evitou-se, por -
tanto, a estocagem da IgGC na forma liofilizada, pois a lio-~-
filizacao usualmente causa alguma agregacao quando a IgG e
reconstituida ( 13 ).

Considerando que na obtencao de anticorpos empregam-
se pequenas doses de imunogeno, da ordem de 0,1 mg por inje
cdo (14,15), a quantidade de IgG isolada neste *rabalho & su
ficiente para i icwunizacd8o de centenas de carneiros utili-
zados n: producao de segundo anticorpo para radioimuno -

ensaio.
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TABELA 1 - Concentracao de proteinas totais de amostras sé

ricas de coelhos obtidas em diferentes sangrias.

AMOSTRA PROGEDENCIA VOLUME PROTEINAS TOTAIS
(n9) DOS ANIMAIS (mf) (g/100 oL )
1 IMT 30 6,6
2 IPEN 22 7,8
3 IPEN 20 8,2
4 IMT 20 7,5
5 1B 170 6,7
6 IB,IMT 280 7,1
7 IB 160 6,7
8 IMT,IPEN 40 6,2
9 IPEN 20 6,6
10 IMT 20 )3
11 IPEN 10 N
12 IPEN 10 / 7,2

Total= 802 Media = 6,9

Desvio= ¢+ 0,60
Padrao

IB - Instituto Butantan
IMT - Inst.tuto de Medicina Tropical de Sao Paulo

IPEN - Instituto de Pesquisas Energeticas e Nucleares

. A¢ amostras de numeros 6 e 8 referem-se a mistura de
soros de animais provenientes de diferentes Institui-

coes.
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TABELA 2 - Purificacao de IgG de coelho. Valores de pro-
teinas totais avaliadas pelo método do Biure-

to e respectivos rendimentos percentuais.

ETAPAS DE PROTEINAS TOTAIS REND IMENTO
PURIFICAGAO (g) (2)
Soro total 55,20 100
Precipitacao com

sulfato de sodio 3,50 6,34
Cromatografia em 0,20

DEAE - celulose 1,30 2,71
Reprecipitacao com 0,11

sulfato de sodio 0,86 1,75
Concentracao final 0,85 1,54

- Os valores das proteinas totais determinados apos
as etapas de cromatografia em DEAE-celulose e re-
precipitacao com sulfato de sodio, referem-se a pu-
rificacao teste (indicados acima) e a purificacdo
do $estante do material (indicados abaixo). 0s rendi
mentos estimados nessas etapas referem-se a somacao
dos valores das proteinas totais obtidos nas duas

purificacoes.
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FIGURA 2 - Perfis cromatograficos das purificacdes em

DEAE-celulose das proteinas sericas precipi-
tadas com sulfato de sodio. 0 painel interno
refere-se ao perfil obtido na purificacdo tes
te e o externo representa o perfil obtido na

purificacdo final,



FIGURA 3 -

Padrdo imunoeletroforético das purifica-
cGés de IgG obtidas nas cromatografiasem
DEAE - celulose.

Preparacoes obtidas nas purificacoes tes
te (A) e final (B), (1) soro total de
coelho; (2) fracao eluida em DEAE-celulo
se; (3) soro de carneiro anti-soro to -

tal de coelho.

15
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FIGURA 4 -~ Padriao eletroforético em gel de poliacri-

lamida das purificacoes de IgG em DEAE-ce
lulose. O gel da esquerda se refere a pu-
rificacdo teste e o da direita a purifica
¢do do restante do material. A seta indi~

ca o sentido de migracdo eletroforetica.
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CONLUSOES

0s resultados obtidos neste trabalho permitem con
cluir que:

1 - Foi possivel reproduzir um procedimento eficiente para
a purificacao da IgG de coelho baseado na precipitacio
com sal neutro seguida de cromatografia de troca ioni-
ca.

2 -~ A 1gG assim purificada apresentou grau de pureza eleva
do, sendo muito adequada para a inducao de anticorpos
especificos.

3 - A quantidade de IgG isolada e suficiente para a imuni-
zacao de centenas de carneiros & serem utilizados »na
producao de um segundo anticorpo para radioimunoensaio.

4 - A IgG obtida foi acondicionada apropriadamente, de for
ma a permitir sua utilizacao na obtencao de anticorpos,

por um longc periodo.
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