BEATRIZ MARIA RAMALHO MACHADO

ISOLAMENTO E CARACTERIZAGAO DE IMUNOGLOBULINAS DE SORO
DE MACACO CEBUS sp. E OBTENGAO DE SOROS MONOESPECIFICOS

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia da Umiversidade Estadual de Cam
pinas, para obtencao do grau de Mestre en

Biclogia (Imunclogia).

Orientador: Prof. Dr. H.A.RANGEL

Departamento de Microbiologia e Imunologia

CAMPINAS - SP.

1880

UNICAMP
BIBLIOTECA C(ENTRAL



Aos meus pads.




Ao Prof. Dr. Humbento de Araiijo Rangel, pela

orientagdo cientifica, apoio e estimulo constantes.

A Prof? bDr? Maria Aparecida Pourchet Campos, pe

la oportunidade de formagdo cientifica.

Aos Prof. Dr. Paulo de Araifo e Dr. Luis A. Maga

Lhdes, pela discussido do trabalho e valiosas sugestoes.

Aos Professores do Curso de Pos-Graduagdo em Imu

nologia, em especial Darda Repka, pelos ensinamentos.

Acs colegas do Curso de Pos-Graduagdo, pela ami

zade e companheirismo.

Aos colegas de laboratdrio, Julia, Afax, Othon,

pela colaboragao.
Ao pessoal técnico do Departamento de Microbiolo
gia e Imunologia, pelos auxilios recebidos na execugao deste

trabalho.

Ao Luis Antonio Rocatefli, pelo trabalho de foto

grafia.

A Srt.? Adida Maria Lepre Vaz, pelo trabalho de

datilografia.

A todos que, direta ou indiretamente, tornaram

possivel a realizacdo deste trabalho,

Nossos sincernos agradecimentos.



As instituicdes abaixo relacionadas, agradecemos
os recursos fornecidos ao Curso de Pos-Graduagdo em Imunolo-

gia:

Univensidade Estadual de Campinas.

Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao
Paulo.

Conselho Nacional de Pesquisa.

Coondenacao do Aperfeicoamento de Pesscal de En
sdino Supenion (*),

Onganizagao Mundial de Saude (Divisaoc de Imuno
Logia) .

Biblioteca Regional de Medicina.

(*)- A autora recebeu Bolsa de Estudos atraves da CAPES-PICD,

durante a realizacdo do Curso de Pos-Graduacio.



INTRODUCAD v vvvevevnennnnnnnnns e e 1
MATERTIAL E METODOS v vvnieineitrraanaensonnancnnnons 4
2.0 ANtTIgENOS +vvreennecnenneeenarsssnnaneesansnsns Iy
2.2« ANti=S0r08 + it iin it ittt ettt i s 5
2.3- Dosagem de Protelnas ....eeieuverrrnnnnnnnnanenn 6
2.8— ImUunodifUuSa0 «evivreeerrornensonenanannonananens 7
?2.5- Eletroforese e imunoeletroforese ............... 7
2.6- Cromatografia em Sephadex G=200 ................ 8
RESULTADOS ....vvvo.n. 2 10
3.1~ Especificidade do soro de coelho anti-soro

de macaco Cebus SP. 1ttt erintierseantorsanns 10
3.2- Estudo da fragao 7S ..eeeeerinnnnnrnnnnnnnonnnns 13
3.3- Bstudo da fracao 195 ...iviiiiiiniietiiiennanana 20
DISCUSSED + v v s easete et ee e e e et e e e e 30
CONCLUSAD 4 ittt e it e ittt ettt ees s anaanansneannns 35



1- INTRODUGAD

Os investigadores empenhados em pesquisas biomé
dicas desde muito tempo vém se preocupando com a utilizacdo de
animais de experimentagao adequados para as suas pesquisas.

Os animais mais utilizados com esta finalidade
sao mamiferos de pequeno porte, de facil manutengdo em labora
toric, como coelhos, cobaias e camundongos .

Ultimamente tem crescido é interesse na utiliza
gao de animais de maior porte que, eventualmente, reproduzam a
doenca humana e possam ser acompanhados durante longo tempo.

Neste sentido tem aumentado as investigagdes 50
bre primatas nao humanos. Estes animais proporcionam um modelo
valioso para o estudo de muitas doengas humanas, uma vez que a
sua anatomia e fisiologia sdo bastante semelhantes as do ho
meml?, 42'

Os primatas ndoc humanos +tém sido utilizados em
estudos de transplantes de Orgaos e tecidos, em pesquisas imu

~, 3, 40 . . ~ . .
nogenetlcas s em 1lnvestigagoes sobre a imunidade contra

doengas infecciosas e céarie dentdriatle 25> 26

No campo da investigagac sobre a imunidade con
tra doengas infecciosas, principalmente doencas parasitarias,
o macaco rhesus {(Macaca muflfaita) +tem sido um dos animais de
laboratorio mais utilizado.

Podemos cita-lo como modelo experimental no estu

do da esquistossomose2a’ 29, 30, 41’ da maldria®® "9

da
b7
Doenga de Chagas .
No inicio da década de 60, as espécies africanas
e asiaticas foram as mais utilizadas, porém, desde que medidas

concernentes a protegdo de espécies como o rhesus, o orangotan

go e os chimpanzés foram adotadas em varios paises daqueles




continentes, as atengdes se voltaram para as espécies neotropi
cais. Nesta mesma década, a utilizagdo de calitricideos e de
cebideos comecou a aumentar.

No Continente Americano estao presentes a fami
lia Cebidae com 12 géneros e cerca de 30 espécies e a familia
Callithricidae, com 4 géneros e 35 espécies (%),

Atualmente as especies mais utilizadas em pesqui
sas biomédicas pertencem aos géneros Cebus, Saimiri e Catlli
thadix.

As espécies de Cebus e Saimini sio numerosas e
aceitam bem o cativeiro. Calfithrix jaccus e C. penicillata
apresentam igualmente elevado grau de adaptabilidade podendo
ser utilizados como animais de laboratdrio.

Os macacos americanos do género Cebus sdo maca
cos comuns da regido amazonica, onde sdo conhecidos como "maca
co prego" e sdao bons modelos para o estudo das infecgGes por
Schistosoma mansoni ™t e por S.haematobium "> 2

No Brasil, estes animais ja foram utilizados co
mo modelos para o estudo das infecgdes por S.manbonig’ L2 e na
Doenca de Chagas (%%),

No estudo da imunidade provocada pelos agentes
causadores das doencas infecciosas utilizando primatas ndo hu
manos como modelos experimentails, deparamo-nos com o problema

da falta de conhecimentos precisos sobre as imunoglobulinas

destes animais.

(#) - Prof. F.D.Avila-Pires. Problemas sobre los primates. Mu

seu Nacional, Rio de Janeiro, comunicag¢ao pessoal, 1979.

(¥%)- Dr. G.Chaia, Instituto de Pesquisa enm Doencas Endemicas,
Johnson & Johnson, Campinas - SP., informagdo pessoal,
1978.




Enquanto houve um progresso consideravel no estu
do das proteinas plasmaticas humanas, nos Ultimos anos, © mes
mo nac se pode dizer com respeito as proteinas plasmaticas de
outros primatas.

Imunoglobulinas do macaco rhesus, foram caracte
rizadas pela primeira vez por KABA'I‘21 e TISELIUS e KABATMB. A
partir dal foram feitos estudos e fragoes do soro de rhesus fo
ram examinadas por métodos quimicos e eletroforéticos e compa
radas com fracoes humanas©°2> St 35

Nao temos informagées a respeito de estudos seme
lhantes com soro de macaco Cebus, e por esse motive, propuzemo
-nos isolar e caracterizar imunoglobulinas destes animais, e
tentar produzir, em coelhos, anti-soros monoespecificos para
essas imunoglobulinas. Estes anti-soros possibilitar-nos-ao es

tudar a evolugao de imunoglobulinas de macacos na resposta imu

- - .
ne a antigenos proteicos ou de parasitas.




2- MATERIAL E METODOS

2.1- ANTIGENOS

0s antigenos utilizados foram:
a) Soro normal de macaco Cebus (SM)*, constituindo uma
mistura de soros obtidos de macacos adultos ndo experimental
mente infectados, capturados em seu habitat natural e mantidos

em catlveiro.

b) Soro humano normal (SH), obtido de adultos que nao

apresentavam=-se infectados.
¢) Soro normal de macaco rhesus (SR)#%,

d) Imunoglobulinas de macaco Cebus da classe IgG (IgB),
obtidas por fracionamento de soro normal de macaco Cebus, atra
veés de precipitacdo com sulfato de amonio a 50%, conforme as

indicacoes de LIMAQT, seguida por cromatografia em coluna de

Sephadex G-200 segundo FLODIN16 e eletroforese preparativa em

bloco de amido da fracao 7S5, segundo KUNKEL e SLATERQS.

e) IgG humana (IgGH), isolada de soro humano normal segun
do as indicacgoes de L1ma?’ .
f) TIgM humana (IgMH), isolada de soro humano segundo MI

CHELI e ISLIKER32.

g) IgA humana (IgAH), isclada de colostro humanoc segundo

as indicacces de NEWCOMB P .

(#) - Gentilmente cedido pelo Instituto de Pesquisas em Doen
gas Endemicas da Johnson & Johnson (Campinas - SP), na
pessoa do Dr. G.Chaia, a quem apresentamos nossos agrade
cimentos. -

(#%)~ Gentilmente cedido pelo Instituto Oswaldo Cruz (Rio de

Janeiro}, na pessoa do Dr. Herman Shartzmair, a quem
apresentamos nossos agradecimentos.



h) Cadeias k e X humanas (k,X), isoladas a partir de uri
na de pacientes com mieloma, as quais continham proteinas de
Bence-Jones, que foram precipitadas 3 vezes com sulfato de amo

nilo a 50%.

Todos os antigenos preparados, foram testados
através de imunoeletroforese em gel de agar, utilizando-se imu
nessoros pluriespecificos, apresentando uma Unica linha de pre

cipitacao.

2.2- AnT1-SoROS

Os anti-~soros utilizados foram:

- a) Soro de coelho anti-soro normal de macaco Cebus (a-3SM),
obtido de coelhos imunizados de acordo com o seguinte esquema:
os animais foram inoculados sub-cutaneamente em varios pontos
do dorso com 1 ml da mistura em partes lguais de soro de maca
co Cebus (10 mg/ml de proteina) e adjuvante completo de TFreund.

Uma segunda dose foi feita apds trinta dias.
Os animais foram sangrados vinte dias apés a Ul
tima dose; o soro obtido, analisado através de imunodifusio

38

(OUCETERLONY™ "), apresentou titulo de 1/4 frente a 500 y de

-
antigeno.

b) Soro de coelho anti-73 de macaco Cebus (a-7S5), obtido
através da imunizacgdo de coelhos com 1 ml de uma solugao de 78
de macaco, contendo 100 y de proteina/ml, emulsionada com
igual volume de adjuvante completo de Freund, injetados intra

dermicamente em varios pontos no dorso do animal.

Uma segunda dose foi feita apos trinta dias,

quando os coelhos foram inoculados com 1 ml de uma solugao de



78 de macaco contendo 200 y proteina/ml, através de uma inje
gao intramuscular.

Os animais foram sangrados sete dias apos a Glti
ma dose, e o soro obtido, analisado por imunodifusao, apresen

tou titulo de 1/32 frente a 500 y de antigeno.

c) Soro de coelho anti-195 de macaco Cebus (a-195), obti
do wutilizando-se o mesmo esquema para a obtengdo de soro anti
-75, e que apresentou titulo de 1/16 frente a 500 y do antigg

no.

d) Soro de cavalo anti-soro humano normal (a-SH) (Institu

to Pasteur - Paris).

e€) Soro de carneiro anti-IgG humana (a-IgGH), obtido atra
ves da imunizagHo de carneiros com esta imunoglobulina purifi

cada.
f) Soro de coelho anti-IgM humana (a~-IgMH) (Behringwerke).

g) Soro de coelho anti~a2 macroglobulina humana (awaQM),

(Behringwerke).

. Q -
Todos os soros eram mantidos a -20 C até o momen

to de uso.

2.3~ DosaceM DE PrRoTEINAS

As concentragoes protéicas das varias protelnas
em estudo foram determinadas através dos seguintes métodos:
a) Dosagem pelo Biureto, segundo a técnica de WIECHSELBAUM mo

s 2
dificada por DITTEMBRANDT 7; b) Dosagem pelo Folin-Ciocalteau,

2 . ~ -
segundo LOWRY e col. 8; c¢) Determinacao espectrofotométrica em
A= 280 nm em Espectrofotometro Zeiss PMQ III, utilizando-se

cubetas de quartzo com 1 cm de caminho 6ptico.



2.4~ Imunonirusko

Os experimentos de imunodifusaoc foram realizados
em gel de agar a 1% em solugao salina 0,15 M, segundo indica

¢Bes de OUCHTERLONY°S.

2.5- ELETROFORESE E_IMUNOELETROFORESE

a) Eletroforese preparativa em bloco de amido

A eletroforese preparativa em bloco de amido foi
realizada segundo as indicagoes de KUNKEL & sLATER S,

Para o preparc do bloco de amido foi empregado
amigo hidrolisado, suspenso em solugdo tampao veronal (0,05M;
pH 8,6). 0 amido foli derramado numa cuba de plastico medindo
35 » 16 x 1 cm.

A amostra protéica contendo 25 mg de proteinas
totais, num volume de 5 ml, foi aplicada numa fenda de 7 x lcm
a 17 cm do polo negativo.

A eletroforese foi realizada com uma diferenca
de potencial de 250 volts, durante 24 horas. Apds este perig
do, o bloco fol congelado e descongelado parcialmente, guando
foram cortadas sec¢oes de 1 com.

0 mesmo tampaoc verconal foi utilizado para a elui
gao das proteinas resultantes da separacdo.

Os eluatos, apds determinagcdo da concentracdo
protéica por absorbiancia em A= 280 nm, foram analisados por
imunoeletroforese do tipo "Rocket" e por imunceletroforese uni

dimensional.

b) Eletroforese e imunceletroforese unidimensionais

As tecnicas de eletroforese e imunceletroforese

unidimensionais foram realizadas segundo as indicacdes de GRA



BAR & BURTINIB, em laminas de vidro de 9 x 12 cm, utilizando

~se como suporte gel de agarose a 1% em solug¢ao tampao veronal
(0,05M; pH 8,6) e um gradiente de potencial de 6 volts/em du

rante 1 hora e 20 minutos.
¢) Imunoeletroforese do tipo "Rocket"”

A imunoeletroforese do tipo "Rocket", foi reali
zada conforme descricao de AXELSENQ, em gel de agarose a 1% em
solugao tampao veronal (0,05M; pH 8,6) e um gradiente de poten
cial de 6 volts/cm durante 3 horas. Nesta imunoeletroforese, o

soro de ccelho anti-soro normal de macaco Cebus foi misturado

a agarose numa diluicdo final de 1/20.
d) Imunoeletroforese Cruzada

A imunoeletroforese cruzada de LAURELL e a imu
noeletroforese cruzada com absorcao de antigenos no gel inter
mediario, fol realizada segundo as indicacgdes de AXELSENQ, em
placas de vidro de 9 x 11 em cobertas com 15 ml de agaﬁoge a
1% em tampao veronal-tris-glicina (0,02u; pH 8,6).

A eletroforese na primeira dimensao foi realiza

da com um gradiente de potencial de 6 volts/cm, durante 1 hora

e meia, e na segunda dimensao, 1 volt/ecm, durante 16 horas.
e) Imunoceletroforese Linear

A imunoeletroforese linear foi realizada segundo
C s ~ 2 . .
as indicagoes de AXELSEN", com um gradiente de potencial de

1 volt/cm, durante 16 horas.

2.6- CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G-200

As cromatografias em Sephadex G-200 foram reali

zadas de acordo com ?LODIle.

Aliquotas de 3 ml de soro de macaco Cebus (80 mg




proteIna/ml) ou fragdo globulinica de soro de macaco (76 mg
proteina/ml) eram aplicadas a colunas de 65 x 2 cm de Sephadex
G-200, empregando-se uma mistura de solugao tampao de fosfato
de potassio (0,1 m; pH 8,0) e cloreto de sodio, com um fluxo
médio de 0,7 ml/minuto.

FragSes de 4 ml foram coletadas e suas absorban
cias determinadas em A= 280 nm, em espectrofotometro Zeiss PMQ
III, utilizando-se cubas de quartzo com 1 cm de caminho op

tico.
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3- RESULTADNS

0 soro de coelho anti-soro de macaco Cebus rea
giu com as proteinas homGlogas do soro de macaco (Cebus, apre
sentando, na anilise imunoeletroforética, varias linhas de pre

cipitagao (Fig. 1).

Fig. 1- Imunceletroforese de soro de macaco Cebus
(SM, 5 mg/ml), soro humano (SH, 5 mg/ml)le
soro de macaco rhesus (S8R, 5 mg/ml) fren

te a soro de coelho anti-soro de macaco
Cebus (a-SM).

Este soroc também reagiu cruzadamente com as pro
teinas do soro humano e do soro de macacoe rhesus, como demons
trado através de imunoeletroforese destes soros (Fig. 1).

Por outro lade, o soro de cavalo anti-soro huma
no apresenta reagoes cruzadas com componentes do soro de maca

co Cebus, quando analisado por imunoeletroforese.
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Estes experimentos sugerem a existéncia de geme
lhangas antigenicas entre as proteinas do soro de macaco Cebus,
soro humano e soro de macaco rhesus.

0O soro de coelho a-SM, testado com a fracao da
regiao y isolada de soro de macaco Cebus através de eletrofore
se simples em gel de agar e com a fragao da regiao vy, isolada
de soro humano, mostrou, em experimentos de imunodifusao, a
existencia de reagoes cruzadas entre as proteinas.

lgualmente, o soro de cavalo a-SH, testado com
estas fragoes isoladas de soro de macaco Cebus e de soro huma

no, confirmou estes resultados.

As globulinas do soro de macaco Cebus obtidas
por precipitacdo com sulfato de amonio a 50%, foram cromatogra
fadas em Sephadex G-200.

Os resultados apresentados na Fig. 2, mostram
que foram obtidas 3 fragoes principais de proteinas (F.1, F.?2
e F.3), a semelhanga do que ocorre gquando soros de outros mami
feros sao submetidos a este mesmo pProcesso.

As fragoes F.1, F.2 e F.3 devem corresponder a
componentes com coeficientes de sedimentacao de 195, 7S e 5§,

respectivamente.




x4

ABSORBANCIA (280nm)

1
1

—
el

T ¥ ¥

80 100 120 0 160 180
VOLUME (ml)

Fig. 2- Cromatografia em Sephadex G-200 de

fragdo globulinica de soro de maca
co Cebus.

.12
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3,2- Estupo pa Fragio 7S

A fracao F.2 (78) foi concentrada por ultrafil
tragao e em seguida submetida a elétroforese preparativa em
bloco de amido, tendo sido coletadas 5 fragoes (F.2.A-F.2.E),

como indicado na Fig. 3.

;_l_

n
i

ABSORBANCIA (280nm)

F2A F2B F2¢  F2D
b bt b

0 5 o 20 | 30

FRAGOES

Fig. 3- Eletroforese preparativa em bloco de amido da
fragao F.2 (78). A seta indica o local de apli
cagcao da amostra.

Estas fragoes foram testadas por imunoeletrofore
se frente a soro de coelho a-SM e soro de cavalo a-SH.

As fragoes F.2.A e F.2.C, pela sua mobilidade
eletroforética, foram consideradas como sendo constituidas por
globulinas da classe IgG. Estas fracdes foram reunidas e utili
zadas para a imunizacao de coelhos, com a finalidade de se ob
ter um soro monoespecifico anti~IgG de macaco Cebus.

Os soros obtidos de coelhos imunizados com a fra
cao 78 (soro a-7S de macaco Cebus), analisados por imunodifu
sao, apresentaram titulo de 1/32 frente a 500 y do antigeno ho

mologo.
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A especificidade deste anti-soro foi analisada
atraveés de experimentos de imunodifusdo e imunoeletroforese.

0 soro de coelho a-75 de macaco Cebus reagiu com
as proteinas homdlogas do soro de macaco Cebus, apresentando,
na analise imunoeletroforética, 3 linhas de precipitacao (Fig.

b4y.

+ ' SR

?

b —— - _ d— 7 &Mi

Fig. 4~ Imunceletroforese de soro de macaco
Cebus (SM, 5 mg/ml), soro de macaco
rhesus (SR, 5 mg/ml), soro humano (SH,
5 mg/ml}), IgG humana (IgGH, 1 mg/ml),
frente a soro de coelho a-7S de maca
co Cebus (a-78).
Pelo menos duas destas linhas, pela sua mobilida
de eletroforética, parecem corresponder a imunoglobulinas da
classe IgG.

0 soro a-7S reagiu cruzadamente com proteinas do

soro humano e do soro de macaco rhesus, que muito provavelmen

te pertencem a classe IgG. Este soro reagiu com a fracao IgG

isolada de soro humano (Fig. 4).
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0 soro a-75, na imunoeletroforese cruzada de
LAURELL, frente a soro de macaco Cebus, reconheceu tres compo

nentes antigenicamente relacionados (Fig. 5).

Fig. 5- Imunoeletroforese cruzada de LAURELL de
soro de macaco Cebus (SM, 10 ul) e soro
humano (SH, 10 ul) frente a soro de coe

lho a-7S de macaco Cebus (a-7S8) diluido
a 1/30.

Este anti-soro reagiu cruzadamente com uma pro
teina do soro humano, apresentando, na imunceletroforese cruza

da, um Unico arco de precipitacao (Fig. 5).
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Experimentos de imunodifusao revelaram gque o so
ro a-7S reagiu cruzadamente com IgG humana, mas nao reagiu com

IgM e nem com IgA humana (Fig. 6).

Fig. 6- Imunodifusao (OUCHTERLONY) de IgG de
macaco Cebus (IgG, 1 mg/ml), IgG, IgM
e IgA humanas (IgGH, IgMH, IgAH, 1 mg/
ml) e fracao F.1 (198, 500 y/ml) fren
te a soro de coelho a-7S de macaco (e
bus (a-73).
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Em concordancia com os achados referidos, este
soro nao reagiu com as cadeias leves k e A isoladas de IgG hu

mana, como demonstrado na Fig. 7.

Fig. 7- Imunodifusao (QUCHTERLONY) de IgG huma
na (IgGH, 1 mg/ml) e cadeias k e & (500
y/ml) isoladas de IgG humana frente a
soro de coelho a-75 de macaco Cebus
(a=78).
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Quando os soros humano, de macaco rhesus e de ma
caco Cebus foram comparados em experimentos de imunodifusao,
frente ao soro a-7S8, verificou-se a existéncia de reagao de
identidade parcial entre soro de macaco Cebus e os soros humg‘
no e de macaco rhesus e reagao de identidade entre sorc humano

e de macaco rhesus (Fig. 8).

3478

Fig. 8- Imunodifusao (OUCHTERLONY) de
soro humano (SH, 5 mg/ml), so
ro de macaco rhesus (SR, Smg/
ml) e de soro de macaco Cebus
(SM, 5 mg/ml) contra soro de

coelho a~78 de macaco Cebus
(a=-7S).

Para comprovar que os componentes antigenicamen
te relacionados detectados pelo soro a-7S correspondiam a imu

noglobulinas da classe IgG (Fig. 5), utilizamos a imunoeletro
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forese cruzada com absorcao de antigenos no gel intermediario.
Na imunoeletroforese cruzada de soro de macaco
Cebus frente ao soro a-78, incorporamos um soro de carneiro an
ti-Ig6 humana ao gel intermediario, antes da corrida na segun
da dimensao.
0 soro a-IgG humana reagiu com a IgG presente no
soro de macaco, alterando a reacdo homologa com o soro a-7S.
Por outro lado, na imunoeletroforese cruzada de
soro humano frente a soro a-7S, o soro a-IgG humana absorveu a
IgG hombloga, alterando a reagao heterdloga com o soro a-7S.
Estes resultados estao de acordo com os obtidos
nos experimentos de imunodifusdo, donde concluimos que os anti
oorpés presentes no soro a-7S5 estao dirigidos contra os deter
minantes da IgB, e que provavelmente sao especificos para os

determinantes presentes na cadeia pesada desta imunoglobulina.
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3,3~ Estupo pa FrRAcAo 195

A fragao F.1 (198) foi concentrada através de ul

trafiltragdo e submetida & eletroforese preparativa em bloco
de amido, tendo sido coletadas 3 fragoes (F.1.A, F.1.B e

F.1.C), . como apresentado na Fig. 9.

ABSORBANCIA (280nm)

o | 10 20 20
FRAGOES

Fig. 9- Eletroforese preparativa em bloco de amido da fracio

F.1 (198). A seta indica o local de aplicagdo da amos
tra.

As fragoes foram testadas por imunoeletroforese
frente a soro de coelho a-SM e soro de cavalo a-SH.

A fragao F.1.B foi escolhida para a imunizacdo
de coelhos, com vistas a obtengdo de um soro monoespecifico
contra IgM de macaco Cebus.

0s soros obtidos de coelhoé imunizados com a fra

gao F.1.B (Soro anti-19S de macaco Cebus), analisados por imu

UNICAMP
BIRITINTE(A [EWIRAI
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nodifusao, apresentaram titulo de 1/16 frente a 500 y de anti
geno homdlogo.

A especificidade do soro anti-19S de macaco (e
bus foi analisada através de experimentos de imunoceletroforese
e imunodifusao.

0 soro anti-198 de macaco Cebus reagiu, na imuno
eletroforese, com uma proteina.do soro de macaco Cebus, apre
sentando somente uma linha de precipitacao (Fig. 10). No entan
to, a mobilidade eletroforética desta proteina nlo & caracte

ristica de IgM'°.

Fig. 10~ Imunoeletroforese de soro de macaco
Cebus (SM, 5 mg/ml), soro de macaco
rhesus (SR, 5 mg/ml) e soro humano

(SH, 5 mg/ml), frente a soro de coe
lho a-19S8 de macaco Cebus (a-19S5).

0 soro a-19S reagiu cruzadamente com proteinas
do soro humano e do soro de macaco rhesus (Fig. 10). 0 padrao
eletroforético da reagdo heterdloga foi muito semelhante ao ob

tido para a reacdoc homologa.
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Na imunoeletroforese cruzada de LAURELL, o soro
a-19S de macaco Cebus reagiu com tres componentes do soro de
macaco Cebus. FEste anti-soro reagiu cruzadamente com uma pro
teina do soro humano, apresentando apenas um arco de precipita

cao (Fig. 11).

Fig. 11~ Imunoceletroforese cruzada de LAURELL
do soro de macaco Cebus (SM, 10 ul )
e do soro humano (SH, 10 ul), frente

a soro de coelho a-195 de macaco (e
bus (a-18S), diluido a 1/30.

A fim de verificar se algum dos componentes de
tectados pelo soro a-19S corresponderia a IgM de macaco, utili
zamos a imunoeletroforese cruzada de LAURELL com absorgao de

antigenos no gel intermediirio.
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Um soro de coelho a-IgM humana foi incorporado
ao gel intermediario antes da corrida na segunda dimensdo. Co
mo demonstrado na Fig. 12, o soro padrao a-IgM humana reagiu

com a IgM presente no soro de macaco Cebus, mas nao alterou a

reagdo homologa do soro a-19S.

SCN

SM SM

Fig. 12~ Imunoceletroforese cruzada de LAURELL
de soro de macaco Cebus (SM, 10 ul),
frente a soro de coelho a-185 de ma
caco Cebus (a-19S) diluido a 1/30. A
esquerda, 40 pul de soro de coelho
normal (SCN) foram incorporados ao
gel intermediario, como controle; a
direita, foram incorporados ao gel
intermediario 40 pl de soro de coe

lho a-IgM humana (soro padrao).
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Do mesmo modo, o soro a-IgM humana nao alterou a

reagao do soro a~19S com as proteinas do soro humano (Fig.13).

T

SH

a-+9s§

SCN

Fig. 13~ Imunoeletroforese cruzada de LAURELL

de soro humano (SH, 10 ul) frente a
soro de coelho a-19S de macaco Cebus
(a~198) diluido a 1/30. A esquerda,
foram adicionados 40 pl de soro de
coelho normal (SCN) ao gel interme
diario, como controle; a direita, fo
ram incorporados 40 ul de soro de

coelho a-IgM humana (a-IgMH).
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Continuando a andlise deste anti-soro, realiza
mos uma imunoeletroforese cruzada do soro humano contra um so
ro de cavalo anti-soro humano total, utilizando o soro de coe
lho anti-195 de macaco Cebus no gel intermediario. Como demons
trado na Fig. 14, o soro a-195 reagiu com uma proteina do soro
humano que, pela sua mobilidade eletroforética, parecia corres

ponder a az—macroglobulinals.

“sen 2-188

) . ()
SH ' SH

Fig. 14- Imunoceletroforese cruzada de LAURELL
de soro humano (SH, 10 ul) frente a
soro de cavalo anti-soro humano to
tal (a-SH) diluido a 1/90. A esquer
da, 40 pl de soro de coelho normal
(SCN) foram incorporados ao gel in
termedidrio, como controle; a direi
ta, 40 ul de soro de coelho a~19S de
macaco Cebus foram incorporados ao

gel intermediidrio.



Esta hipotese

uma imunoeletroforese cruzada do soro humano frente

a-195 de macaco Cebus, utilizando um soro de coelho anti-a

croglobulina humana, no gel intermediario (Fig. 15).

Fig. 15-

a_19S
+
a-.-.ﬂ-zMH
D
SH

Imunoeletroforese cruzada de LAURELL
de soro humano (SH, 10 pl), contra
soro de coelho a-19S de macaco Cebus
(a=19S), diluido a 1/30. A esquerda,
L0 ul de soro de coelho normal (SCN)
foram adiclonados ao gel intermeéié
rio, como controle; a direita, 40 ul
de soro de coelho a-o, macroglobuli
na humana (a-a,MH) foram incorpora

2
dos ac gel intermediario.

DB

foi confirmada quando realizamos

4 8010

2

ma
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0 soro a=o, macroglobulina humana absorve uma

parte da o, macroglobulina presente no soro humano e altera a

2
reagao heterdloga com o soro a-19S de macaco Cebus.
0 soro a-o,M humana também absorve a a,M presen

te no soro de macaco e altera a reagdo homdloga com o SOro

a-198 (Fig. 16).

a—19S

SCN

£y

SM SM

Fig. 16~ Imunoceletroforese cruzada de LAURELL
de soro de macaco Cebus (SM, 10 ul),
frente a soro de coelho a-195 de ma
caco Cebus diluldo a 1/30. A direi

ta, 40 pl de soro padraoc a-a,M huma -

2
na {(a-a, MH) foram incorporados ao

2
gel intermediidrio; a esquerda, 40 pl
de soro de coelho normal (SCN) foram
incorporados ao gel intermediario,

como controle.



~28-

Com base nestes testes foi possivel concluir que
o soro de coelho a~-19S5 de macaco Cebus reagiu especificamente
com a o,-M e foi denominado soro anti~u2 macroglobulina

Quando os. soros humano, de macaco rhesus e de ma
caco Cebus foram comparados, em experimentos de imunodifusao,
frente ao soro a-19S, verificou-se a existencia de reagao de
identidade parcial entre soro de macaco Cebus e os soros huma
no e de macaco rhesus e reacac de identidade entre soro humano

e de macaco rhesus (Fig. 17).

a—198

Fig. 17~ Imunodifusao (QUCHTERLONY)
de soro humano (SH, 5 mg/
ml), soro de macaco rhesus
(SR, 5 mg/ml) e soro de ma
caco Cebus (SM, 5 mg/ml)
contra soro de coelho a-18S5

de macaco Cebus (a-198).
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0 soro a—azM de macaco Cebus foi comparado com o
soro padrao a-a,M humana através de uma imunoeletroforese 1i
near de soro humano (Fig. 18).

Podemos observar que a reagao heterdloga é muito

semelhante a reagido homGloga, o que sugere uma intima relacdo

2—M humana e uQ“M de macaco Cebus.

antigenica entre a

Fig. 18- Imunceletroforese linear de soro huma
no (8H, 50 ul) frente a soro de coe
tho a-o,M de macaco Cebus (a-a,M) di
lufdo a 1/30 nas porcdes laterais e
soro padrao a-a,M humana diluido a

1/30 (a—a2 MH) no gel do centro.
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4- DISCUSSAQ

Varios autores, utilizando anti-soros contra pro
teinas humanas, compararam as imunoglobulinas humanas e de pri
matas ndo humanos®? "8 33-35

Todos estes autores observaram reatividade cruza
da entre as imunoglobulinas e relacionaram este fato a proximi
dade filogenética existente entre as espécies.

Ja em 1904, NUTALL®? observava que a intensidade
das reagoes heterdlogas estava relacionada com a semelhanca
morfoldgica entre as espécies estudadas.

A verificagdaoc de que um anti-soro homologo con
tra as proteinas do soro de macaco Cebus também apresenta rea
tividade cruzada com as proteinas do soro humana e do soro de
macaco rhesus, vem corroborar a idé€ia da possibilidade da uti
lizagao destes animais como modelos experimentais para o estu
do das doengas humanas.

Embora a reacao cruzada forneca uma quantidade
limitada de informagac sobre os determinantes antigénicos de
uma proteina, seu estudo ainda € uma alternativa pratica para
a demonstragio de similaridades estruturais e como tal pode
funcionar como um indicador para o estabelecimento de homolo
gia entre classes de imunoglobulinasss.

Neste contexto se inserem os resultados por néds
obtidos sobre a especificidade do soro de coelho anti-7S de ma
caco Cebus,

Quando testado por imunodifusac com as diferen
tes classes de imunoglobulinas humanas, este soro reagiu ape

nas com a IgG humana, e ndao reagiu com as cadeias leves k e A

isoladas de IgG humana.
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Estes resultados sugerem que os anticorpos pre
sentes no soro anti-7§5 sdo especificos para determinantes anti
génicos da cadeia pesada da IgG e apontam a existéncia de homo
_logia entre as cadeilas pesadas das imunoglobulinas humanas e
de macaco Cebus.

Contudo essa hipétese deve ser analisada com cau
tela porquanto & necessario levar em consideracao varios fato
reg, tais como a influéncia da espécie de animal no qual este
anti-soro foi produzido bem como a técnica de imunizacdo e o8
procedimentos subseqllentes para a produgao deste anti—soro7.

A natureza do antigeno utilizado para a imuniza
cao também deve ser considerada. Uma imunoglobulina & uma pro
teina, e, como tal, contém varios determinantes antigénicos di
ferentes cada um dos quais pode induzir a formagao de anticor
pos correspondenfeszz.

0 resultado de uma analise de reacdao cruzada de
pénde da presenga no anti-soro dos varios anticorpos determi
nante-especificos e de sua relacldo quantitativa.

Se duas moléculas diferentes possuem um ou mais
grupos em comum, elas geralmente reagem cruzadamente.

Embora a maioria dos grupos determinantes das
proteinas sejam "conformacionais", representando um arranjo
tridimensional de um grupo de aminodcidos, a base da homologia
entre classes de imunoglobulinas estd centrada no estabeleci
mento de similaridade significante da estrutura primaria, ou
seja, nos determinantes "seqllenciais" 39, 43, qu.

Portanto, o estudo da homologia entre as imuno
globulinas humanas e de outros primatas deveria ser complemen
tado por uma analise da composicdo de aminodcidos (estrutura

primaria) das cadeias pesadas destas imunoglobulinas.
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A imunizacdo de coelhos com a fragao F.l.ﬁ, que
deveria conter IgM, resultou num soro que contém anticorpos
contra determinantes da o,-macroglobulina, como foi demonstra
do pelas tecnicas de imunoceletroforese cruzada de LAURELL com
absorgac de antigenos no gel intermediario.

A fracao 19S obtida por cromatografia de soro de
macaco Cebus em Sephadex G-200 & rica em proteinas com alto pe
so molecular, como a haptoglobina, IgM, IaA e az—macroglobuli
na‘t, |

0 processo de purificacdo da IgM inclui uma ele
troforese preparativa em bloco de amido a qual exige uma diali
se prévia do material (fragdo 19S) no tampdo que vai ser utili
zado para a eletroforese (tampao veronal 0,05M, u= 0,02, pH
8,6).

Nesta didlise, forma-se um precipitado o qual &
eliminado. Como a IgM precipita quando a forga idnica & baixa,
este precipitado deve conter uma quantidade razoavel de IgM.

Isto vem demonstrar como, num processo de purifi
cacdo de uma determinada proteina, uma simples operagdo como a
didlise pode concentrar determinados componentes e diminuir a
concentracao de outros.

Além disso, deve ser considerado o problema da
imunogenicidade das diferentes proteinas.

A fragao F.l1.B, mesmo contendo IgM, embora em
baixa concentragao, suscitou o aparecimento de anticorpos diri
gidos contra determinantes da az—macrogﬁobulina, 0 que sugere
a grande imunogenicidade desta proteina.

Ademais, os resultados obtidos reforgam a neces
sidade do estudo cuidadoso da especificidade dos anti-soros,

antes que estes sejam utilizados extensivamente.
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Uma série de fatores devem, pois, ser considera
dos quando se deseja obter um soro monoespecifico para IgM de

primatas.

Em primeiro lugar, devemos estar atentos para a
concentragao da IgM no material inicial.

No soro normal de macaco rhesus a concentracgao
de IgM & de aproximadamente 0,8 mg/mlsq.

_Nao possuimos informagdes a respeito da concen
tragao de azwmacroglobulina no soro de primatas nao-humanos,
mas sabemos que a concentragaoc desta proteina no soro humano &
de aproximadamente 2,0 mg/mllg.

De posse destes dados e fazendo uma estimativa
para o soro de macaco Cebus, verificamos que o soro normal des
te animal nao constitui um material adequado para o isolamento
de IgM.

Para esta finalidade, deveriamos utilizar um so
ro no qual a concentragao de IgM estivesse aumentada, por exem
plo, um soro imune de macaco Cebus com doenga infecciosa na fa
se aguda, ou soro de animal portador de mieloma.

Por outro lado, devemos evitar trabalhar com tam

poes de baixa forga ionica, pois isto leva a uma precipitacio

da IgM e conseqflente diminuigao de sua concentragdo no mate

rial.
Outra alternativa seria a eliminacao da 0, ~Mmacro
globulina presente no material inicial, onde poderiamos utili
: . 14, 15 :
zar a cromatografia de afinidade . Um soro antlwazmacrg

globulina de macaco Cebus seria fixado 3 coluna e o material a
ser utilizado para a purificacao de IgM seria cromatografado
previamente nesta coluna. Este procedimento eliminaria toda a
az—macroglobulina eventualmente presente no material.

No isolamento e purificacdo de IgM a partir de
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soro de macaco Cebus, podemos também nos valer da reatividade
cruzada apresentada pelo soro anti-IgM humana quando testado
com soro de macaco Cebus, em experimentos de imunoeletroforese.

Neste sentido, poderiamos preparar precipitados
especificos (IgM de macaco Cebus-anti-IgM humana) e imunizar
animais com estes complexos.

Nossos resultados demonstram que &€ possivel ob
ter anticorpos contra IgG de macaco Cebus e as reagles cruza
das com ilmunoglobulinas humanas confirmam a possibilidade de
obtengao de anticorpos contra outras classes de imunoglobuli
nas presentes no soro deste animal.

No comércio encontram-se disponiveis anti-soros
contra imunoglobulinas humanas e de macaco rhesus, porém a
aquisigao destes soros torna-se muito dispendiosa por se tra
tar de materiais importados.

Além disso, ao se utilizar o macaco Cebus como
rodelo experimental, € importante trabalhar com soros homdlo
gos contra suas imunoglobulinas, uma vez que através destes Sle}

- b L) - *
ros poderiamos obter reagoes mails especificas.
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5- CONCLUSAD

Este trabalho foi realizado com a finalidade de
se obter anti-soros especificos para proteinas plasmaticas do
macaco Cebus sp. e estudar as reagoes cruzadés entre estas pro
teinas e aquelas presentes no soro humano e soroc de macaco

rhesus.
0s resultados obtidos mostraram que:

a)- 0 soro a-7S contém anticorpos dirigidos contra deter
minantes presentes na cadeia pesada da IgG tendo reagido cruza

damente com IgG humana e soro de macaco rhesus.

b)- 0 soro a-19S contém anticorpos dirigidos contra os de
terminantes da az—macroglobulina tendo reagido cruzadamente

com esta proteina contida no soro humano e de macaco rhesus,

Em vista desses resultados obtidos podemos con

cluir que:

5.1- E possivel utilizar as reacoes cruzadas entre imunoglo
bulinas humanas e de macaco Cebus no isolamento das outras
classes de imunoglobulinas de macaco e na obtengao dos soros

especificos contra estas imunoglobulinas.
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