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ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DA IMINOGLOBULINA (IgG) DE COELHO

PARA A PRODUÇÃO DE SEGUNDO ANTICORPO PARA RADIODÍUNOENSAIO.*

Sandra Rosa da SILVA

Vânia Caíra BORGHI

COMISSÃO NACIONAL DE ENERGIA NUCLEAR - SP

INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGÉTICAS E NUCLEARES

Caixa Postal 11049 - Pinheiros

05508 - São Paulo - BRASIL

RESUMO

Imunoglobulina (IgG) de coelho foi isolada e purifica-

da pela precipitação com sulfato de sódio seguida de croma-

tografia de troca iônica em DEAE-celulose. A eficiência do

procedimento foi verificada pela determinação das proteínas

totais durante várias etapas de purificação. 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 IgG pura, suficientes para a imunização

de muitos carneiros a serem utilizados na produção de segun

do anticorpo para radioimunoensaio.

(*) Trabalho apresentado na "419 Reunião Anual da Socieda-

de Brasileira para o Progresso da Ciência" - Fortaleza

(CE), de 9 a 15 de julho de 1989.
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ISOLATION AND PURIFICATION OF RABBIT IMMUNOGLOBULIN ( I g C )

FOR THE PRODUCTION OF A SECOND ANTIBODY FOR RADTODMJNOASSAY*

Sandra Rosa da SILVA

Vinia Cairá BORGHI

BRAZILIAN NUCLEAR ENERGY COMMISSION

NUCLEAR AND ENERGY RESEARCH INSTITUTE

P.O. Box 11049 - Pinheiro*
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ABSTRACT

Immunoglobulin (IgG) fro» 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 ou several

sheeps to be used in the production of a second antibody for

radioimmunoassay.

(*) Paper presented at 41* Reunião Anual da Sociedade Brasi
sileira para o Progresso da Ciência, held in Fortaleza"
(CE) , July, 9-15, 1989.



INTRODUÇÃO

As iaunoglobulinas são proteínas sêricas secreta-

das por linfôcitos ativados» que têa a propriedade de rea_

gir co» substâncias estranhas ao organismo, coi o intuito

de defendê-lo contra possíveis agressões. Essas proteínas

constituea ua grupo de moléculas heterogêneas ea teraos

de carga, aassa e atividade biológica, representando as

proteínas aais básicas do soro. Elas porsuea mobilidade

eletroforêtica lenta e suas solubilidades, aliadas aos

seus pontos ísoelétricos relativaaente altos, servea de ba_

se para a aaioria das separações das iaunoglobulinas.

Diversas técnicas têa sido utilizadas para sua pu-

rificação, dependendo do objetivo e do grau de pureza de_

sejados. Vãrios aétodos sio usualaente eapregados, coapreendendoo

fracionaaento coa etanol, a precipitação coa concentração

elevada de sais neutros, a formação de coaplexos protéi -

cos insolüveis e a formação de complexos antígeno-anti-

corpo (1,2). Os métodos não específicos, baseados nas pro-

priedades físico-quiaicas dessas proteínas, são os mais

utilizados devido a sua praticabilidade. 0 procedimento

da precipitação com sais neutros apresenta algumas vanta

gens sobre os demais, pois além desta técnica ser bastan-

te simples, o risco de denaturação das iaunoglobulinas é

pequeno (1).

Realizou-se portanto, no presente trabalho, a puri^

ficação de IgG de coelho pela precipitação com sulfato de

sódio seguida de cromatograf ia de -troca iônica em DEAE-ce_

luloae. A proteína assim purificada será utilizada na pro

duçâo de um soro de carneiro antí-IgG de coelho, emprega-

do como segundo anticorpo na separação 4e radioimuno-

ensaios ea que o primeiro anticorpo é produzido na mesma

espécie animal da IgG (3).



O segundo anticorpo a ser produzido será empregado

nos diversos radioiaunoensaios realizados na Divisão de

Medicina do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nuclea -

res, cujos primeiros anticorpos são gerados em coelhos.

0 preparo deste segundo anticorpo fax parte de um

projeto que objetiva a nacionalização da produção de rea-

gentes de radioimunoensaios hormonais; visto os produtos

existentes no mercado serem em sua grande maioria importa

dos.

MATERIAIS E MÉTODOS

Utilizou-se soro normal de coelhos Nova Zelândia

adultos, obtido por sangria via punção cardíaca de ani -

mais provenientes dos bíotérios do Instituto de Pesquisas

Energéticas e Nucleares, Instituto Butantan e Instituto

de Medicina Tropical de São Paulo. A normalidade do soro

empregado foi confirmada pela determinação da concentra -

cão das proteínas totais das diferentes amostras de soro

obtidas nas várias sangrias, pelo método de Gornall e cols.

(A), empregando um soro humano padronizado e cedido pelo

Dr. Mario Hirata na Faculdade de Ciências Farmacêuticas

da Universidade de São Paulo.

As frações globulínicas foram separadas a partir

de 800 ml de soro pela precipitação com sulfato de sódio

(1). Realizou-se uma primeira precipitação com sulfato de

sódio a 18Z, permanecendo esta solução a temperatura am -

biente por 20 horas e por mais duas, horas a 379C. A se -

guir, a solução foi submetida â centrífugacão a 2000 RPM

durante 15 minutos a 49C, sendo o sobrenadante reserva-

do e o precipitado reconstituído com 320 m£ de tampão fosf£

to de potássio 0,1 M, pH 8,0.

Foi realizada uma segunda precipitação com sulfato

de sódio a 12Z, 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 clarificado por centrifugação nas icsiis condi-

ções. 0 precipitado foi reservado e o sobrenadante foi re-

precipitado juntamente com os demais, CJI sulfato de sódio

a 12Z e centrifugado. 0 sobrenadante foi desprezado e o

precipitado, juntamente com aquele reservado anteriormen -

te, foi «iialisado contra o aeiao tampão fosfato de potâs -

sio.

Após nova diãlise contra tampão fosfato de potás -

sio 0,01 II, pH 8,0, concentrou-se o material por meio de

membrana Diaflo PM 30 em sistema de ultrafiltração Amicon.

A fração de IgG foi então purificada por cromatografia de

troca iônica em dietil-aminoetil (DEAE) celulose (5) .

Realizou-se uma cromatografia prévia, a partir de

uma pequena amostra de proteína isolada (0,5 g), a fim de

se testar o emprego de um lote de DEAE-celulose (DE - 5 2 ,

Whatman) estocado por mais de dez anos em nossos laborató-

rios. Utilizou-se portanto, uma coluna de pequenas dimen -

soes, de 7,0 cm de altura e 1,0 cm de diâmetro, equilibra-

da em tampão fosfato de potássio 0,01 M, pR 8,0. A amostra

foi eluida no tampão de equilíbrio da coluna, empregando-se

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

Confirmada a adequação do uso desta celulose, reaU

zou-se a purificação do restante do material empregando-se

uma coluna de maiores dimensões, 25,0 cm de altura e 2,5cm

de diâmetro, coletando-se nas mesmas condições, frações de

4 ml cada. A presença de proteína nestas frações foi veri-

ficada por leitura espectrofotometrica a 280 nm.

As frações relativas ao pico protéico foram reuni -

das e reprecipitadas com sulfato de sódio a 18%, permane -

cendo esta solução por 24 horas a 379C, antes do precipit<t

do ser separado por centrifugação a 2000 RPM, durante 15

minutos a temperatura ambiente. Este precipitado foi lava-

do por 3 vezes consecutivas com solução de sulfato de só -

dio a 18%, seguidas de centrifugação nas mesmas condições,

a fim de se remover as impurezas que ainda pudessem estar

presentes. 0 material assim obtido foi inicialmente diali-



sado contra água destilada para retirada do sulfato e a se-

guir contra soluçio fisiológica.

A concentração protêica foi avaliada pelo método do

Biur^to durante as diferentes etapas de purificação, sempre

sucedendo ã concentração e diãlise do material.

A pureza da IgG foi verificada por imünoeletroforese

frente a soro de carneiro anti-soro total de coelho, prepa-

rado pelo Dr. Hélcio Corti Passos na Escola Paulista de Me-

dicina e pela eletroforese em gel de poliacrilamida a 7X,de_

senvolvida de acordo o » o método de Davis (6).

A solução de IgG resultante das duas purificações foi

reunida e concentrada em saco de diãlise, envolvido por Se-

phadex seco (G-50 médio, Pharmacia). Depois de determinada

sua concentração, esta solução, sob fluxo laminar, foi este_

rilizada através de filtração em membrana Millipore de 0,22y

de diâmetro, dividida em alíquotas e armazenada a -209C para

posterior imunização dos carneiros.

A figura 1 apresenta um diagrama dos procedimentos

empregados no isolamento e purificação da IgG de coelho.

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A concentração média de proteínas totais determinada

nas amostras de soro dos coelhos foi de 6,94 ± 0,60 g/tOO

ml, variando de 6,2 a 8,2 g/100 mi, cujos valores individu-

ais estão representados na tabela 1. Estes valores são com-

patíveis com o padrão de normalidade para coelhos descrito

na literatura (7).

A tabela 2 apresenta os valores de proteínas totais e

respectivos rendimentos percentuais obtidos na purificação

da IgG de coelho. Pela análise desta tabela observa-se que

a mistura de soro de coelhos empregada (800 •£) forneceu

55,2 g de proteínas totais. Após precipitação do soro com

sulfato ds sódio obteve-se 3,5 g de proteína, corresponden-

do a um rendimento de apenas 6,34%. Este valor poderia ser

explicadv pelo tipo de sal neutro utilizado na precipitação,
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DISTHHU1ÇW EN A H P O U r
COWTPIDO 1 0 . 7 e 2 1 . 4 mg

FIGURA 1 - Representação diagramácica do isolamento

t purificação da IgG d« coelho.
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visto que Higuchi c cols. (8) . ••pregando sulfato d« eaô-

nio, obtiveram rendimento da ordem de 30X.

Outro fator que pode ter contribuído para eate ren-

dimento baixo foi a cristalização do sal observada durante

as centrifugaçôes realizadas a 49C, provavelmente devido

ao fato deste sal ser neno* solúvel a baixas temperaturas

(1,9). A obtenção de rendimento da ordem de 25X em purifi-

cação anterior (dados não publicados), quando aa centrifu-

gaçôes foram rr**ixadas a temperatura ambiente (10). corre»

bora essa saípck^.

A figura 2 exibe os perfis cromatogrãficoadas puri-

ficações da IgG ea DEAE-celulose, realizadas a partir de

0,5 g (purificação teste) e das 3,0 g restantes de proteí-

na. As frações que foram reunide^, correspondentes aos p^

cos protêicos obtidos nesses duas cromatogrãfias, apresen-

taram respectivamente 0,2 e 1,3 g de IgC, fornecendo valo-

res de recuperação similares; 40 e 431 respect iva.vente.En

tretanto, Higuchi e cols* (8) obtiveram nessa mesma cromatogra-

fia recuperação duas vezes maior (83Z) . 0bteve-se, portan

to, nas duas purificações uma quantia total de 1,5 g de IgG,

que correspondeu a um rendimento de 2,711 (tabela 2).

Apôs a reprecipitação com sulfato de sódio a recup£

ração obtida foi novamente muito próxima para as duas puri^

ficações; 55 e 66Z para a purificação teste e purificação

ulterior, respectivamente. Nessa etapa obteve-ae nas duas

purificações um total de 0,97 g de proteína, corresponden-

do a um rendimento de 1,751 (tabela. 2).

Durante a concentração final da solução de IgC re-

sultante das duas purificações ocorreu uma pequena perda

de material, obtendo-se 0,85 g de proteína es 00 ml de so-

lução, que correspondeu a um rendimento final apreciável ,

de 1,541. Outros autores empregando procedimentos relacio-

nados referem-se a rendimentos finais que vio de 0,42 a 8,IX

a partir do soro total (8,11,12).

A imunoaletroforese da IgG obtida nessas duas pu^i

ficações apresentou padrões similares reveiando,frente ao
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soro de carneiro anti-soro total de coelho, uma única linha

de precipitação com mobilidade de IgG, indicando serem pre-

parações de pureza elevada (Fig. 3). Em purificação ante

rior de IgG de coelho empregando metodologia similar, obte_

ve-se uma preparação igualmente pura (10) com rendimento

final da ordem de 3Z (dados não publicados).

A figura 4 apresenta o resultado da eletroforese em

gel de poliacrilamida da IgG obtida nas duas purificações,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 solução, resultantes dessas duas

purificações, foram distribuídas em ampolas estéreis conteii

do 10,7 e 21,4 mg cada e mantidas a -209C. Evitou-se, por -

tanto, a estocagem da IgG na forma liofilizada, pois a lio-

filização usualmente causa alguma agregação quando a IgG é

reconstituída ( 13 ).

Considerando que na obtenção de anticorpos empregam-

se pequenas doses de imunógeno, da ordem de 0,1 mg por inje_

cão (14,15), a quantidade de IgG isolada neste trabalho é su

ficiente para a imunização de centenas de carneiros utili-

zados na produção de segundo anticorpo para radioimuno

ensaio.
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TABELA 1 -

AMOSTRA

(n?)

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

IB -

IMT -

IPEN -

Concentração de prot
r icas de coelhos obt

PROCEDÊNCIA

DOS ANIMAIS

IMT

IPEN

IPEN

IMT

IB

I B , IMT

IB

IMT,IPEN

IPEN

IMT

IPRN

IPEN

Total-

Instituto Butantan

emas t
idas em

VOLUME

(ml)

30

22

20

20

170

280

160

40

20

20

10

10

802

otais de amostras se
diferentes sangrias.

PROTEÍNAS TOTAIS

(g /100 ml )

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* ± 0,60
Padrão

Inst tuto de Medicina Tropical de São Paulo
Instituto de.Pesgu isas Enerséticas e Nucleares

Ac amostras de números 6 e 8 referem-se s mistura de

soros de animais provenientes de diferentes Institui-

ções .
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TABELA 2 - Purificação de IgG de coelho. Valores de pro-

teínas totais avaliadas pelo método do Biure-

to e respectivos rendimentos percentuais.

ETAPAS DE

PURIFICAÇÃO

Soro total

Precipitação com
sulfato de sódio

Cromatografia em
DEAE - celulose

Reprecipitação com
sulfato de sódio

PROTEtNAS TOTAIS

(g)

55,20

3,50

0,20
1,30

0,11
0,86

RENDIMENTO

(X)

100

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 re-

precipitação com sulfato de sódio, referem-se a pu-

rificação teste (indicados acima) e a purificação

dourestante do material (indicados abaixo). Os rendi^

mentos estimados nessas etapas referem-se ã somacão

dos valores das proteínas totais obtidos nas duas

purificações.



14

m

k°-

2*

10

0 /o ib 30 40 50 ^0

10 20 40 5f
numere de fuçies

FIGURA 2 - Perfis cromatografico» das purificações em

DBAE-celulose das proteínas séricas precipi-

tadas com sulfato de sódio. 0 painel interno

refere-se ao perfil obtido na purificação tes

te e o externo representa o perfil obtido na

purificação final.
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FIGURA 3 - Padrão imunoeletroforético das purifica-

ções de IgG obtidas nas cromatografias em

DEAE - celulose.

Preparações obtidas nas purificações te±

te (A) e final (B). (1) soro total de

coelho; (2) fração eluida em DEAB-celul£

se; (3) soro de carneiro anti-soro to -

tal de coelho.
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FIGURA 4 - Padrão eletroforetico em gel de poliacri-

lamida das purificações de IgG em DEAE-c£

lulose. 0 gel da esquerda se refere a pu-

rificação teste e o da direita a purificii

cão do restante do material. A seta indi-

ca o sentido de migração elctroforética.



17

CONLUSÕES

Os resultados obtidos neste trabalho permite* con

cluir que:

1 - Foi possível reproduzir us procedimento eficiente para

a purificação da IgG de coelho baseado na precipitação

coa sal neutro seguida de cromatografia de troca iôni-

ca.

2 - A IgG assim purificada apresentou grau de pureza elev£

do, sendo muito adequada para a indução de anticorpos

específicos.

3 - A quantidade de IgG isolada é suficiente para a imuni-

zação de centenas de carneiros a serem utilizados oa

produção de um segundo anticorpo para radioimunoensaio.

4 - A IgG obtida foi acondicionada apropriadamente, de for_

ma a permitir sua utilização na obtenção de anticorpos,

por um longo período.
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