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I - INTRODUCAD



A invasao de um vertebrado imuno competente por agentes
estranhos ativa uma complexa rede defensiva de moleculas e célu
las engajadas na protegao do organismo.

As moléculas de anticorpo, encontradas nos fluidos biold
gicos e secrecoOes constituem o gue se conceitua como resposta imu
ne humoral.

A investigacdo imunoquimica da resposta imune humoral
deixou claro que os anticorpos ou imunoglobulinas, sao bastante
heterogeneas em termos de mobilidade eletroforetica, caracteris
ticas antigenicas e estrutura quimica. .

A analise das proteinas séricas revelou a heterogeneida
de antigenica dos anticorpos que foi traduzida na identificacdo
das classes IgG, IgM, IgA, IgD e IgE.

Foi demonstrado que esses grupos antigenicos estao pre
sentes em diferentes especies de vertebrados.

0 aprimoramento das técnicas de quimica de proteinas apli
cadas ao fracionamento do soro levou ao isolamento das diferen
tes classes de imunoglobulinas de vertebrados e demonstrou que
sio constituidas de uma estrutura basica de duas cadeias polipep
tidicas "leves" e duas "pesadas" interligadas por ligagdes cova
lentes do tipo ponte dissulfeto.

0 tipo mais comum & a molécula de IgG que esta presente
em concentragdes grandes, mesmo no soro normal.

0 modelo molecular 196G foi elucidado gragas aos traba

lhos pioneiros de dois grupos de pesquisadores liderados por



PORTER e EDELMAN.

A "clivagem" da molecula do tipo IgG em fragmentos meno
res e que retinham atividade biologica demonstravel foi consegui
da com sucesso por PORTER, 1959, através da digestdo enzimatica
de 1gG de coelho com papaina.

Ficou demonstrada a factibilidade de se isolar dois ti
pos de fragmentos de peso molecular aoc redor de 50.000 daltons:-.
um tipo denominado Fab que retem a capacidade de se ligar especi
ficamente ao antigeno e outro denominado Fc,-que no caso da 1IgG
de coelho se cristaliza e, onde se localizam os determinantes an
tigenicos classe-especificos. Este fragmento esta comprometido
com o desencadeamento de fungoes efetoras da molecula do anticor
po, como a interacao com o complexo complemento e o desencadea
mento de reagoes de hipersensibilidade do tipo imediato (UTSUMI,
1969).

0 grupo de pesquisadores liderado por EDELMAN (1959) na UYni-
versidade Rockefeller demonstrou que a molécula de gamaglobulina e
constituida de mais de um tipo de cadeia polipeptidica.

0 aprimoramento da metodologia de separacao das cadeias
polipeptidicas H e L permitiu uma comparacao detalhada das se
-quéncias de aminoacidos das cadeias polipeptidicas de diferentes
jmunoglobulinas e trouxe informagoes e surpresas. Todas as ca
deias polipeptidicas das moléculas de imunoglobulinas contem uma
regido relativamente constante (C) e outra contendo  aproximada

mente os 120 residuos a partir da regiao N terminal que foi deno



minada regido variavel (V).

A analise da estrutura primaria conduziu a revelagdo de
regioes de homologia arranjadas em "tandem" ao longo das cadeias
. polipeptidicas H e L. Assim, a cadeia pesada & constituida de

quatro regioes de homologia (VH, CHy» CH, e CH constituida de

3)
aproximadamente 80 a 90 residuos de aminoacidos “"estabilizadas"
principalmente por uma ponte dissulféto intra-cadeia. Entre as
regioes CH, e CH, foi detectada uma regiao denominada “hinge" ou
dobradiga, com alto teor de prolina e onde se situam as meias Cis
tinas que fazem a jungao inter H e que caracteriza cada classe e
subclasse de imunoglobulina. A cadeia leve (L) mostra uma rela
cao de coerencia estrutural com a cadeia H mas & constituida de
duas regioes de homologia denominadas VL e CL. A periodicidade
das regioes de homologia ao longo das cadeias H e L de imunoglo
bulinas levou EDELMAN a hipotese dos dominios. De acordo com es
ta hipotese a expressao da atividade bioldgica estaria circuns
crita as regides de homologia denominadas dominios. As eviden
cias experimentais disponiveis até a presente data mostra, por
exemplo, que a ativagao do comp]emento:pe1a via classica, depen
de de uma interagao direta do dominio CH, com o primeiro compo
nente da cascata molecular do complemento,ou seja, com C]q ;
(SANDBERG et al., 1969, 1970, 1971); o desencadeamento de reacoes
de hipersensibilidade (no caso da IgG de coelho) depende da inte

ragao quaternaria dos dominios CH, e CH, na forma dimerizada e

3
covalentemente ligados pela unica ponte dissulfeto inter H.({SIRA

SANIAN e OLIVEIRA, 1968).



A presenca de ambas as regices, constante e variavel, ha
muito tempo sugere que o DNA que codifica as cadeias leves deve
ter-se originado da atuacao conjunta de dois genes, um para a regiao va-=
riavel e outro para a regiao constante. Isto foi demonstrado por
HOZUMI e TONEGAHWA, _ 1;76, que ﬁdéscob}i}am que 0s ge
nes para as porgoes constante e variavel de um tipo especifico
de cadeia leve est3ao muito proximos no DNA do imunocito competen
te que produz este tipo de cadeia leve, mas, muito distantes no
DNA de outras linhagens de imunocitos incapazes de fazer este ti
po de cadeia leve.

Metodologias como a do DNA recombinante e analise de se
qliencias polinucleotidicas levaram a hipotese "dois genes — uma
cadeia polipeptidica" e permitiram a discussao de problemas, tais
como o fenomeno da exclus3o alelica, o arranjo dos genes que coO
dificam as cadeias polipeptidicas de imunoglobulinas € o proble
ma da origem da diversidade das moleculas de anticorpo (WEILER,
1965) (HOOD e TALMAGE, 1970 (WEIGERT et al., 1978).

Tecnicas de clonagem de DNA permitiram ﬁue seqliencias
desoxinucleotidicas de células engajadas na prcdugao de anticor
pos revelassem que os fragmentos de DNA responsaveis pela expres
sao de uma cadeia polipeptidica leve ou pesada ao serem "trans
critos”" em RNA e depois "traduzidos® nas seqﬂéncias de aminoaci
dos, nao sao continuos, mas interrompidos por segmentos de DNA
"silenciosos”. As regioes intragenicas expressas foram denomina

das "exons" e o conjunto de segmentos "intervenientes" denomina



dos "introns". (GILBERT, 1978).

As molieculas de imunoglobulinas compreendem uma familia
de proteinas com a mesma arquitetura molecular basica mas que exi
bem uma variada gama de especificidades de ligagao com antigenos
e diferentes atividades biologicas. Esta demonstrado gque estas
diferentes atividades sao um reflexo de diferencas estruturais
ditadas pela sequéncia de aminoicidos das cadeias polipeptidicas
(EDELMAN et al., 1969). Esta heterogeneidade estrutural tem cons
tituido um obstaculo para os quimicos que estudam proteinas, mas
0s plasmocitomas de origem humana e de camundongo fornecem imuno
globulinas homogeneas (monoclonais) que facilitaram o estudo da
sequéncia de aminoacidos da molacula de anticorpos.

Mesmo as porgoes constantes das cadeias polipeptidicas
de imunoglobulinas, que nao estao diretamente iigadas na combina
¢ao com o antigeno, apresentam consideravel heterogeneidade. Is
to foi analisado atraves do uso de antisoros especificos para gru
pamentos caracteristicos nas moleculas (UTSUMI, 1969).

A proteina urinérja de Bence Jones, obtida de pacientes
com mieloma mUltiplo, e que @ dimero de cadeia leve de imunoglo
bulina possibilitou o avanco de estudos relacionados com este
probtema (EDELMAN & GALLY, 1962). A obtencac de antisoros de coe
Thos  para - proteinas de Bence Jones permitiu a
constatacao que as cadeias leves poderiam ser divididas em dois
grupos - chamados Kappa (K) e lambda { A ), cada molecula de imu

noglobulina carrega uma classe de cadeia leve, K ou X , mas nao



ambas. Algumas especies de vertebrados tém predominantemente um
tipo; cerca de 95% das cadeias leves em camundongo sao do tipo K
(BURSTEIN, SCHECHTER, 1977)., No homem e na cobaia as cadeias le
ve K e X apresentam-se em quantidades equivalentes (EISEN,
1980).

As diferentes classes de imunoglobulinas tém diferengas
antigenicas distintas nas cadeias pesadas (H), denominadas vy ,
@ » U, 6 €. €, que podem ser detectadas por metodos quimicos e
sorologicos. Também antisoros especificos conseguem distinguir
diferengas dentro de uma mesma classe de imunoglobulina como pa
ra a IgG humana onde quatro subclasses denominadas IgGl, 1IgG2 ,
IgG3 e 1gG4 foram detectadas (COHEN & MILSTEIN, 1967; ISHIZAKA
et al.,, 1967; TERRY, 1965). Estas diferen¢as aparecem em todos
os individuos normais de uma dada espécie e sao denominados de
terminantes isotipicos.

0 presente trabalho tem como objetivo a identificagac do

isotipo 1gG no soro do Artiodactilo, Tayassu tajacu, fornecendo

suporte para estudos de homologia das imunoglobulinas do pecari
brasiliiro em termos de filogenia molecular com proteinas homdlg

gas de outras espécies.,



I1 - MATERIAIS E METODOS



1. Animais utilizados

Foram utilizados exemplares de Tayassu tajacu (LINNE,

1758) ]

, conhecidos como catetos, pecaris ou porcos do Novo Mun
do, criados em condigdes especiais no Bioterio do, Departamento.
de Cirurgia Experimental da Faculdade de Medicina Veterinaria de
Botucatu (UNESP) sob supervisdo do Dr. Flavio Massone.

0s coelhos utilizados para imunizacao foram especimes de

linhagem nao-definida ("outbred").

2. Antigenos

Como antVgenos foram utilizados: HSA (soro albumina hu

mana), Hemocyanina de Megalobulinus ovatus, purificada,2 DNP BGG

(gamaglobulina bovina dinitrofenilada), DNP HSA (soro albumina

humana dinitrofenilada).

3. Dosagem de proteinas

0 teor de proteTnas foi determinado pelo reativo de biu

reto, modificado de DITTEBRANDT (1948) e também pela absorbancia

(1) Agradecemos ao Dr. Pierre Montouché&, do Departamento de
Zoologia do Instituto de Biologia da UNICAMP pelo levantamento
de classificagao dos animais utilizados. .

(2) Cortesia da Dra, Lucia Pereira da Silva, professora Livre
-Docente do Departamento de Bioquimica do Instituto de Biologia
da UNICAMP.
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em comprimento de onda de 280 nm, em espectrofotometro Beckman
modelo 25. O metodo modificado de Dittebrandt permite uma maior
sensibilidade para dosar proteinas (20 a 400 g), wutilizando-se
para o Reagente: 9.0 g de tartarato de sodio e potassio, 3.0 g de
g+5H,0, 5.0 g de iodeto de potassio e hidroxido de sodio a
10% completando o volume para 1000 ml,

CusSo0

4. Preparo de antigenos

0 adjuvante foi preparado segqundo FREUND (1956). Em um
almofariz foram emulsificadas 15 g de lanolina em 85 ml de nujol;
adicionou-se, entao, 100 mg de BCG3. 0s antTgenos liofilizados
foram dissolvidos em solugao salina 0,15 M. Esta mistura foi ho

mogeneizada no adjuvante de FREUND preparado como acima descri

to, de modo a se ter uma concentragao final de 10 mg/Ag ml.

5. Preparo do soro de coelho anti-soro normal de Tayassu la-

jacu (L.)

0s coelhos foram inoculados com soro normal de Tayassu,4

(3) Cortesia do Dr. Murillo A. Soares, Diretor do Servigo de
Virologia do Instltuto Butanta.

(4) Denomlnagao abrev1ada utilizada arbitrariamente, para de
signar de uma maneira sumar:l.a, dentro dos capitules deste traba
lho Tayassu tajacu (Linne, 1758).
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na concentragao final de 10 mg prot/ml, como descrito no capitu
lo métodos. Foram utilizadas doses de reforgo, neste caso, 0 aﬁ
tigeno foi diluido em salina fisiologica na concentracao de 1,0
mg prot/ml. 0 esquema de imunizacao empregado foi: 18 inocula
cao-antTgeno emulsificado em adjuvante de Freund completo (10 mg
de prot/animal), injetado via intra-muscular em dois locais Jjun
toe a insercao muscular proxima das patas posteriores; 28 inocuila
¢ao - (tres semanas apos a primeira) - antigeno em adjuvante de
Freund completo (10 mg de prot./animal) injetado via intra-muscy
lar em dois locais como na 22 inocu]agEo; 32 inoculacdo - (qua
tro semanas apdos a primeira) - antigeno diluTdo em salina fisio
logica (1,0 mg de proteina por animal), administrado via intra-
dermica em quatro locais no dorso depilado. Apos a terceira
inoculagdo as que se seguiram foram executadas nas mesmas condi
¢oes ate que se obtivesse nos locais de inoculacao intradermica,
reacao inflamatdria tipo reacdo de Arthus (n3o foi feito  exame
para a interpretacao histologica desta reacao). Sangrias foram
realizadas semanaimente, o sangue foi processado e os soros cor

respondentes catalogados e mantidos a - 20°¢C.

.6. Preparo do soro de coelho antiimunogiobulina IgG6 de Tayassu

tajacu

0s coelhos utilizados foram inoculados com 1gG de Tayassu
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purificada, emulsificada em adjuvante de Freund completo, na con
cc ..ragao final de 10 mg de prot/ml., Como reforgo, foram wutili
zadas doses de IgG purificada de soro de Tayassu na concentragao
de 1,0 mg de prot/ml diluido em satina fisioldogica. 0 esquema de
imunizégio foi idéntico aquele empregado para obtenc3ao do  soro
de coelho anti-soro total de Tayassu. O0s soros foram cataloga

dos e mantidos em freezer a —20°C.

7. Preparo do soro de coelho antifragmento Fc de IgG de

Tayassu tajacu (lL.)

Foram inoculados dois coelhos com fragmento Fc de purifi
cado de IgG de Tayassu, segundo descrito neste capitulo. Os so

ros foram estocados a -20°C.

8. Imuniz}gio de Tayassu tajacu (L.)

Os antigenos utilizados foram emulsificados em adjuvante
de Freund completo (30 mg de prot./animal de 40 a 50 quilos de
peso) e, injetados via intra-muscular em dois locais, nas duas

patas traseiras. Tres semanas ap0s a primeira inoculagao o emul
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sificade em adjuvante de Freund complete (30 mg de prot./animal)
foi injetado novamente via intramuscular nas patas traseiras, Na
quarta semana o antigeno diluido em salina fisiologica, foi inje
tado via intradermica em quatro locais na pele (10 mg proteina
por animal, Seguiram-se outras inocUlacoes com intervalo de uma
semana ateé se obter nos locais de inoculagao intradérmica, uma
reacao inflamatoria positiva. Foram feitas sangrias, o sangue

foi colhido e os soros individuais estocados a -20°C.

9. Analise imunoceletroforetica

A imunoeletroforese foi realizada seguindo. GRABAR e WILLIAMS

(1953), nas condicoes descritas em seguida:

Preparo das laminas

Una solugao de Jon agar (Oxoid n® 2) em tampao  veronal
pH 8.4, foi autoclavada a 110°¢ por 10 minutos, obtendo-se desta
maneira um gel de agar 1impido e transparente. Laminas de micros
copio em suporte de plastico rigido (Gelman immunogramas, Gelman-
Instrument Co., Ann Harbor, Michigan, USA), foram recobertas com
uma solugao quente de agar a 1% em tamp3o veronal pH 8.4. Depois

da solidificacao do dagar foram escavados pogos segundo  esquema
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padrao {Gelman Electrophoresis Punch Set, Gelman Instrument Co.,

Ann Harbor, Michigan, USA).
Eletroforese

Nas extremidades das laminas preparadas foram aplicadas
tiras de papel de filtro Whatmann n? 3 MM, umedecidas com o tam
piao de corrida, para funcionar como "ponte" entre o agar e 0s
compartimentos contendo, o tampao veronal pH 8,4 da cuba eletro
foretica.

Uma diferenga de potencial de 200 V foi aplicada nos ele
trodos por 120 minutos, obtendo-se assim separacao das proteinas
em estudo. Apos eletroforeses, o agar das canaletas € removido
com uma ferramenta, fabricada para este fim (Gel knife 6835 A, LKB
imunoeletrophoresis Equipment, Sweden), e e preenchida com anti-
-soro. As laminas foram ent3o deixadas em camara uUmida 3@ tempe
ratura ambiente por 24 horas, para a formacao das linhas de preg
cipitacao.

Apos esse periodo de tempo, as laminas foram lavadas em
salina por 24 horas, para retirar as proteinas nao precipitadas,
e em seguida lavadas com agua destilada por 2 horas, e recober
tas com papel filtro, umedecido com agua, e, finalmente deixad§§'
secar em estufa a 37°C. Quando secas foram coradas com negro de
amido a 0,5%, e o excesso de corante retirado com uma solucao de

acido atetice glacial a 4%.
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10. Imunodifusao

Analises por imunodifusao foram realizadas em gel de agar
(Ton HKgar 0xdid n® 2) a 1% sequndo OUTCHTERLONY (1958).

As analises foram assim realizadas: 1aminas limpas de
microscopio foram recobertas com uma solucdo gquente de agar a 1%
(contendo mertiolato 1:1000) em tampao veronal pH 8.4 de modd a
se obter camada de aproximadamente 3 mm de espessura apos gelifi
cagao, em seguida foram escavados no agar oS pogos hecessarios pa
ra aplicagao do soro e anti-soro atraves. de aparelhagem(Grafar
Gel Michigan, Assembly Grafar auto Gel Corporation, Detroit
Michigan, USA). No pogo central foi aplicado o anti-soro e nos
pocos perifericos as fraghes a serem identificadas. As laminas
foram deixadas em camara Umida 3@ temperatura ambiente por 24 ho
ras. Apds esse periodo de tempo as laminas foram lavadas e cora

das pela teécnica descrita para eletroforese.

11. Eletroforese em gel de poliacrilamida

0 metodo utilizado foi essencialmente aquele de SHAPIRO

e colab., (1967), WEBER e colab., (1969), com modificacgoes.
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Preparacao do gel

0 gel de concentracao contendo 5% e o gel de separagEor
contendo 10% de acrilamida foram preparados a partir de uma solu
cao estoque 0,3 M_de acrilamida e 4 mM de bis acrilamida, dissol
vidos em agua des;onizadé. Essa; sé]ugﬁes foram fiftradasreﬁ pa
pel de filtro Whatmann n? 1 e mantidas a 4°C em frasco escuro. O
gel de concentragao foi preparado a partir de tampao tris HCl, M
pH 6.8 e o de separacac com tampao Tris HC1 pH 8.6 ambos com
$DS 0,1%. A cada gel foi acrescentado 0,025 mt (v/v) de N, N,
N', N' - Tetrametiletilenediamina (Temed) e de uma solugdao de
persulfato de aanio (10%). |

0 gel de separacao foi colocado entre duas placas de Vi
dro plano tipo borosilicato resistente a temperaturas altas e
ataques quimicos cortado nas dimensoes de 160 x 145 mm (separa
das por um espagador de acr7lico de 2 mm de espessura) ate a al
tura de aproximadamente 100 mm. Apodos a polimerizagao foi coloca
do o gel de concentracao ate a borda da placa de vidro (aproxfmg

damente 40 mm de altura).
Preparacao da amostra

As amostras (10 a 50 1 de uma solugao de aproximadamen
te 1 mg de proteina por ml) foram dissolvidas em tampao tris HCI
0,08 M pH 6.8, contendo 2% de SDS, 10% dé glicerol e 0,001% de
bromofenol. Estas amostras foram analisadas na sua forma nao re
duzida e na forma reduzida com ditiotreitol na concentracao final

de 0,1 M., As amostras foram imersas em agua em ebulicao durante
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dois minutos. Como marcadores foram utilizados a proteina de Ben
ce Jones na forma dimérica (PM 50.000), a imunoglobulina GOB mono
clonal do isotipe IgGl (PM 150.000), a imunoglobulina monoclonatl
FKW do isotipo I1gG3 (PM 170.000), soro albumina humana (PM 60.000)
e anidrase carbonica (PM 30.000).

A eletroforese foi realizada em tampao tris HC? 0,025 M

glicina 0,192 A e SDS 0,1% a 100 V durante 4 horas.

Coloragdo

0 gel retirado do suporte de vidro e corado em C(omassie
o (4] . - -
blue 0,1% a 37°C e o excesso de corante removido em acido aceti

co 7%.
12. Precipitacao com sulfato de amonio

0 soro de Tayassu foi precipitado com sulfato de amonio
na concentracdo final de 50% sob agitac3o lenta a 6°C. 0 material
foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos a 4°C, e 0 sobrena
dante desprezadd. 0 precipitado de gamaglobulina foi redissolvi
do em tampao fosfato 0.1M, pH 8.6 e em seguida dialisado contra
tampao fosfato 5mM, pH 8.0 por 24 horas, a ausencia de 7Jons sul
fato foi confirmada atraves de teste qualitativo com cloreto de
bario a 2%. 0 material, obtido deste modo, foi centrifugado a
10.000 rpm durante 30 minutos e o precipitado desprezado, sendo

o sobrenadante (pseudoglobulina) utilizado no fracionamento.
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13. Cromatografia de troca idnica

Foi utilizada a resina- de DEAE-celulose (DE-52 Whatman)
equilibrada em tampao fosfato 5mM pH 8.0. 0 soro imune de Tayassu
(30 m1) foi dialisado durante 24 horas contra o tampao de gqui]i
brio da resina. Apds a dialise o soro foi centrifugado a 5.000
rpm durante 15 minutos; o precipitado (Euglobulina), foi dissol
vido em tampao 0,1 M pH 8.0 e estocado a -20°c. 0 sobrenadante
(Pseudoglobulina), foi passado atraves de coluna de DEAE-celulo
se (2,0 cm de diametro e 50,0 cm de altura). As fragoes eluidas
em fosfato 5 mM, pH 8.0 e NaCl 1M, foram coletadas com auxilio
de aparelhagem Gilson num volume de 3,0 ml por tubo em fluxo des
cendente de 20 mi/hora. A leitura dos eluatns foi realizada por
absorcao em espectrofotametro‘Beckman modelo 25, utilizando-se
cubetas de quartzo de 10 mm de caminho optico. As fragoes obti
das foram dialisadas contra salina fisiologica, por um periodo
de 24 horas em camara fria e em seguida liofilizadas e estocadas

a -20°.

14. Filtracao em gel de exclusao molecular

Para a filtracao em gel, foi utilizada coluna de vidro

de procedencia Pharmacia Upsalla (2,5 x 100 cm) "empacotada" com
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Sephadex G-200 (Pharmacia Fine Chemicals), entumescido em tampao
fosfato 0,1M, pH 8.0; o volume Util de gel foi 300 ml. Foram apli
cados 2,0 m1 de material, contendo 150 mg de proteina, previamen
te dialisada contra o tampao de equilibrio; as fragoes foram elui
das com o mesmo tampao. A coluna foi calibrada com azul de Dex
tran, Soro Albumina Bovina (BSA) e IgG mielomatosa GOB (isolada
em nosso laboratorio). Conhecidos os parametros Vo, Vt e Ve, fo
ram determinados os valores de Kav para IgG GOB e albumina, se

gundo Laurent e Killander (1964), utilizando-se a expressao:

Ve - Yo
vt - Vo

Kav =

Kav : Coeficiente de particao entre fase liquida e gel;

Vo : volume total eluido com uma substancia que & completamente
excluida do gel (volume "morto").

Ve : volume de eluigdo de cada uma das fragdes cujos valores es
tao compreendidos entre Vo e Vt (volume eluente).

Vt : volume total do leito de gel.

15. Digestao pela papaina

A digestao pela papaina foi efetuada segundo as condi

—_

¢oes descritas por PORTER (1959).
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As imunoglobulinas IgG lenta .de Tayassu purificadas por croma
tografia em DEAE celulose, foram submetidas a digestao pela pa
paina (Worthington Biochemical Corporétion) na relagao enzima
substrato 1:100 mg em presenca de cisteina 0.1M volume final 5,0
ml e pH ajustado para 8.4. Os tempos de incubagdo a 37°C foram
de 16 e 20 horas. A reacgao enzimatica foi interrompida com iodo
acetato 0.1 M, pH 8.0, e o digesto submetido a analise imunoele

troforética.
Purificacao dos fragmentos obtidos pela digestdo com papaina

0 digesto total (100 mg) foi dialisado em tampao fosfato
5 mM, pH 8.0 durante 24 horas, logo apos centrifugado durante 15
minutos a 5.000 rpm. O digesto foi ent2o aplicado em coluna de
DEAE celulose (DE 52 Whatman) equilibrada no tampao inicial de
dialise; nestas condigtes foi obtido um primeiro pico de densi
dade Ootica; a coluna foi "lavada" exaustivamente neste tampdo e
em sequida foi aplicada uma solugao de NaCl 1M, com a qual se ob

teve um segundo pico de densidide otica,

16. Reducao e alquilacao da imunoglobulina IgG lenta de

Tayassu tajacu

‘A imunoglobulina IgG lenta de Tayassu foi reduzida segun

do o método de LAMM et al., 1966). A proteina purificada e 1liofili
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zada (70 mg) foi dissolvida em 2.0 ml de Tris 0.5 M pH 8.6, gua
nidina 6M e EDTA 0.001 M., Em seguida foi adicionado a esta soly
cao 10 mg de DTT dissolvido em 1.0 ml de Tris 1.0 M. As duas sp
lucGes foram borbulhadas com N2 separadamente e apos a mistura.
Em seguida esta mistura foi deixada a 37% por 90 minutos. Apos
este tempo a reacao foi bloqueada com 1.0 ml de acido iodoaceti
co {190 mg/ml) e a solucaoc novamente borbulhada com N2. O pH foi
acertado para 9.0 com solucao de Tris-HC) 0.1 M e levado a Banho
-Maria 37°C por 90 minutos. O material resultante foi submetido
a uma filtracao em gel de Sephade; G100, atraves de uma coluna

(2.0 x 120 ¢m)}, entumescida em guanidina 6.0 M pH 5.5.

17. Analise de aminoacidos
Instrumental

As amostras foram analisadas num auto analisador de ami
noacidos construido apos ﬁodificagﬁo do esquema original de ALONZOD
& HIRS (1968). 0 metodo de analise foi o de SPACKMAN et. al.
(1958},

Utilizou-se o sistema de duas colunas: wuma para resolu
c3o dos amino3dcidos acidos e neutros {coluna AN) de 530 x 10 mm
e outra para resolucao dos aminoacidos basicos {(coluna B} de 130x

10 mm.
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A resina na coluna AN foi do tipo Aminex A6 e na coluna
B, utilizou-se resina do tipo Aminex A5 (BIO RAD. Labs,, Richmond,
Cal.). |

Na coluna AN foram utilizadas dois tampoes: <citrato de
sodio 0,2 N pH 3,25 e citrato de sodio 0,2 N pH 4,25, Na coluna
B foi utilizado tampido citrato de sodio 0,5 N pH 5,25,

0 contro]e de temperatura foi ajustado por termorregula
dores a 52,5°C (COLUNA B) e 52,5 e 60°C (COLUNA AN).

0 registro grafico correspondente as leituras das  tres
células do fotometro (MER 1020 MOUNTAIN VIEW, Cai.) & simultaneo:
(1) 570 nm e caminho optico de 12 mm; (2) 570 mm e caminho ©opti
co de 6,6 mm e {3) 440 nm e caminho optico de 12 mm, feito por
pontos, por um registrador do tipo Eletronik 15 Strip Chart Mul
tipoint -Recorder (Honeywell Ltd, Ontario) em escala de 0 a 0.1
unidades de absorbancia.

A reagao com ninhidrina (Pjerce Chemical Co., Rockford,
IIT) ocorreu a 97 + 1,0°C em um banho (S.G.A. Scientific Inc.;
Bloomfield, N.J.) com temperatura regulada por reostato tipo 116 B

(The Superior Tletric Co., Conn).
Solugdo padrao de aminoacidos

Foi usada como referencia uma solucao padrao (AMINO ACID
STANDARD H, Pierce). As leituras sao integradas em 570 nm (12 mm
de caminho optico) exceto para prolina cuja leitura @ integrada

no canal de 140 nm (12 mm de caminho optico). As integragoes fo
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ram realizadas pelo método manual, utilizando-se as constantes
determinadas a partir da solucdo padrao segundo a relagao K= A/M,
onde; K = constante de integracdao; A = area determinada por in
tegracao manual; M = gquantidade absoluta de aminoacido padrao
expressa em nanomoles.

Para cada analise, norleucina foi acrescentada as amos
tras, como controle do parametro tempo de eluicao. As amostras,
foram dissolvidas em volumes iguais de tampao citrato de  sodio

0,2 N pH 2,2 e polietilenoglicol 30%.
Hidrolise acida

As hidrdlises foram efetuadas em tubos pirex de 13,0 X
0,9 cm, fechados a vacuo em presenca de HC1 6 M, acrescentado de
fenol 1 mg/ml, para evitar a formagao de clorotirosina {SANGER e
colab, 1963). |

As hidrdolises foram realizadas a temperatura de 106°C em
uma estufa Forma Scientific, com convecgdao forcada em com varia
¢io de temperatura nido superior a + 0,5°C. Para os diferentes

peptideos obtidos, o tempo de hidrdolise foi de 24 hs.
Calculos

Nas proteinas, os valores obtidos s3ao expressos em nﬁmg

ro de moles de residuo por mol de proteina. O valor calculade



24

*¢gz'% Hd evaed ¢z*¢ Hgd op oedwry ap ®duBpnuW B SjuUSWEOIIBRWSIEIS EOIPUTI ‘riuog
BUNTOD BPU SO3NUTW /Hf SOBP STRUBD S§213 SOU ¥pPEID2Iap “9s8EBQq 2p BYUI] ®BU OoBdETIEA

esuanbad pwp *soproBOUImME 9P EOIIEBWOINE 3ISTTeEUER BUn 3P 021Jexd ox3si8ay

{NV] YONDT YNODOD } sm— (8] ViHND YNNOD

: : R ; SR -~
- ' ng .- . - -

ERY} "o . A9 . . “u $ "o
"3 o : - shy -
~oan - . . . ”“.

nuu i Llu_..: UL ; v i S
1 - 5,08 ! dsy u»u .Iz
uALYNIOL 488 -
S
¥ ovarrrs ) -



25

para cada residuo representa a media dos valores obtidos nos di
ferentes tempos de hidrolise, exceto para os aminoacidos cujos
valores n3aoc sao constantes com o tempo de hidrolise acida.

0s valores de treonina e serina foram extrapolados para
0o tempo zero, uma vez que tendem a diminuir com o tempo de hidré
lise. Os valores de valina, isoleucina e leucina foram aqueles
de 72 horas, pois estes aminoacidos tem seus valores aumentados

com o tempo de hidrolise (BAYLEY, 1962).

18. <Cromatografia de afinidade. Proteina A - Sepharose

Foi utilizada Proteina A de Stafilococus aureus acoplada

covalentemente a Sepharose CL-4B pelo método brometo de cianoge
nio (Pharmacia Fine Chemicals AB, Sweden). A proteina A foi aco
plada ao gel na concentragao de 2 mg/ml e a capacidade de liga
cao com a IgG humana foi de aproximadamente 25 mg IgG/ml de gel,

A resina de Sephafose Proteina A foi equilibrada em- tam
pao fosfato 0,1M pH 8.0. Atraves de coluna de vidro (1,2x15cm)
foram aplicados 2,0 ml de soro imune de Tayassu, e/ou fragoes
com atividade de anticorpo detectavel, a temperatura de 5°¢. 0
efluente foi coletado em tampao fosfato 0,1 M pH 8.0 e a resina
lavada com o mesmo tampac. O tampdao de eluicao foi glicina 0,2M
pH 2.78, 0,5 NaCl, O material eluido foi rapidamente neutrali

zado com hidroxido de sodio 5 N.



II1. RESULTADOS
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1. Analise imunoeletroforética do soro imune de Tayassu tajacu

Nos setores a e b da figura 1 o soro imune individual

. Tayassu e analisado utilizando—se como revelador soro de coe

' . anti-soro de Tayassu. Este antisoro demonstra a presencga de
ur-- proteina de mobilidade catddica tipica de imunoglobulina IgG
lenta; revela ainda um arco de precipitacao junto ao pogo de apli
cacao de mobilidade e posig¢ ao relativa caracteristica de IgM, e
mostra a presenca de um nitido arco de precipitagao espesso de
mobilidade anddica tipico de albumina e uma linha de precipitacao
de mobilidade semelhante a alfa 2 macroglobulina; outros arcos
de precipitagdao de mobjlidade eletroforética B também sao visua

lizados como se pode observar nesta fiqura.

2. Purificacgao e identificagao da imunoglobulina Ig& Tlenta de

Tayassu tajacu

A figura 2 mostra a cromatografia de troca ionica da fra
¢do pseudoglobulina do soro imune de Tayassu. 0 pico A e obtido
no tampao de equilibrio da coluna, e a fracio RC & eluida em NaCl
0,5 M. A analise imunoeletroforética das fragoes A e RC obtidas
da cromatografia em DEAE celulose do soro imune de Tayassu (SITay)

e mostrada na figura 1. Como revelador foi utilizado soro de
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RC
Ra-a-TayNS
Sltay

Figura 1 - Controle imunoeletroforético em gel de agsr a 17 em

tampZo veronal pH 8.6 do soro imune de Tayassu (SITay). Soro de
coelho anti-soro de Tayassu (Ra-a-TayNS) colocado na canaleta re
vela quatro arcos de precipitacao nitidos que corresnpondem as pro
teinas sericas IgG, IgM, ©02M e albumina (Alb), como indicado.No
setor a, este anti-soro revela na fragao eluida com fosfato 5mM
um unico arco de precipitagao IgG de mobilidade lenta (A) em Tte
lagao ao anodo - revela ainda as proteinas presentes no soro de
Tayassu (SITay). No setor b o mesmo anti-soro revela a fragao
RC obtida em DEAE celulose, nao revela a gamaglobulina IgG de mo
bilidade lenta que esta ausente. A fragao RC se caracteriza pe

la presenga de uma IgG rapida (R) em relagzo'ao anodo.
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Figura 2 - Cromatografia de troca ionica da fragao pseudoglobuli
na do soro imune de Tayassu em coluna (2.0x50.0 cm) de DEAE celu

lose equilibrada em tampao fosfato 5 mM pH 8.6.

0 pico A & obti
do no tampZo de equilibrio da resina, e a fragao RC & eluida
NaCl 0.5 M.

em
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coelho anti-soro de Tayassu (Ra-a-TayNS). A fragao A mostra um
unico arco de precipitagao, livre de contaminagoes, & que corres
ponde a uma IgG lenta. A fragao RC mostra um arco de precipita
cao na regiao de gamaglobulina correspondente a uma IgG rapida e
revela ouf}as proteinas sérifas de mobilidade compreendida entre

8 globulinas e albumina.

3. Purificacio e identificacdo da imunoglobulina IgG rapida de

Tayassu tajacu (L.}

A cromatografia de exclusao molecular da fracao RC, obti
da de cromatografia em DEAE celulose & mostrada na figura 3. Fo
ram eluidas tres fragoes correspondentes aos picos A, B e C em
tampio fosfato 0,1 M pH 8.6, que & o tamp3o de equilibrio da co
Juna. A fracao que corresponde ao pico A & eluida em volume de
exclusao caracteristico de IgM. O material e]u?do.no pico C apre
senta um volume de eluicao tipico de albumina. O controle imuno
eletroforético da fracao B utilizando-se como reve1aﬁor soro de coe
lho anti-soro total de Tayassu (Ra-a-TayNS) e apresentado na fi
gura 4. Um Unico arco de precipitacao & visualizado. Esta fra
cdo mostra mobilidade tipica de gamaglobulinas rapidas, uma ca

racteristica da imunoglobulina I1gGl de cobaia ({OLIVEIRA et. al
1970). |



d.o QB@nm

31

2.0L

L.,
. [ T » —
(0] o g ™™ ._-.—.

40 50 60 70

tubos

Figura 3 - Cromatografia de exclusao molecular da fragao RC, ob
tida de cromatografia de troca ionica de soro imune de Tayassu ,
em coluna (2,5x100 cm) de Sephadex G200, equilibrada em tampao

fosfato 0.1 M pH 8.0. Foram eluidas as fragoes correspondentes

aos picos A, B e C.
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IgG lenta

Ra-a-TayNS$S

IgG rapida

Figura 4 - Controle imunoeletroforético em gel de agar 1% em tam

pao veronal pH 8.6 da imunoglobulina G lenta e da imunoglobulina

G rapida de Tayassu. A populagao molecular que corresponde  as
imunoglobulinas G de mobilidade lenta & proveniente de cromato
grafia de troca ionica em DEAE celulose. As imunoglobulinas G

de mobilidade rapida foram obtidas de filtracao em gel de Sepha

dex da fragao denominada RC.
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4. C(Comparacao antigenica da imunoglobulina 6 lenta e da imuno

aiohulina G rapida de Tayassu tajacu (L.) utilizando-se como

revelador anti-soro especifico anticadeia gama humana.

-

A analise por imunodifusao dupla em gel de agar e apre
sentada na figura 5. 0 soro de cabra anticadeia gama humana uti
lTizada como revelador reagiu com: (1) uma imunoglobulina IgG}l k
monoclional do paciente mielomatosc GOB, (2) a imunoglobulina IgG
lenta de Tayassu, (4) a imunoglobulina IgG rapida de Tayassu.
A proteina urinaria monoclonal de Bence Jones do paciente Jao

(3) nao deu reacao positiva com este anti-soroc.

5. Fragmentacaoc enzimatica pela papaina, da imunoglobulina IgG

lenta de Tayassu tajacu.

0 controle imunoeietroforético do digesto papainico to
tal obtido da digestdo pela papaina da IgG lenta purificada de
soro imune de Tayassu, e mostrada na figura 6, A IgG lenta e o
digesto papainico total foram revelados pelo soro de coelho anti
-soro “"normal" de Tayassu (Ra-a-TayNS). Os arcos de precipita

cao do digesto papainico total evidenciam as duas diferentes fra

coes de que ele & composto. A cromatografia de troca idonica do
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Figura 5 - Imunodifusao utilizando-se como suporte gel de agar a

1%2. Nos pogos: (1) foi aplicado paraproteina M isolada do soro
do paciente GOB com mieloma multiplo; (2) foi aplicada a imuno
globulina IgG lenta de Tayassu, (3) foi aplicada a proteina mo
noclonal de Bence Jones obtida de urina do paciente JJO, (4) foi
aplicada a imunoglobulina IgG rapida de Tayassu. Como revelador
foi utilizado so o de cabra anticadeia gama humana (AS). Este an
ti-soro revelou IgGl k GOB, IgG lenta e IgG rapida de Tayassu, e
nao foi capaz de revelar a proteina de Bence Jones que e cadeia

leve de imunoglobulina dimerizada.
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digesto papainico da IgG lenta de Tayassu e mostrada na figura 7.
0 primeiro pico & obtido no tamp3o de equilibrio da resina e cor
responde a fracao Fab, e, o segundo pico € eluido em NaCl 1,0M e
corresponde a fracao Fc (PORTER, 1959). A analise por imuno di
fusdo dupla em gel de agar das fragoes Fab e Fc obtidas da diges
tao papainica de IgG lenta de Tayassu, € mostrada nas figuras &8
e 9. 0 soro de coelho anti soro de Tayassu (Ra-a-TayNS) foi «ca
paz de produzir reacao de precipitagao com as fracoes Fab e Fc,
mostrando relagdo de nao identidade antigenica.(Fig.8). Este anti so
ro mostra relagao de identidade antigenica parcial entre Igé lenta

e Fab de Tayassu..{Fig. 9}.

6. Obtencao de soro antifragmento Fc da imunoglobulina Ig6 len-

ta de Tayassu tajacu

0 antisoro obtido da inoculagao de coelhos com o fragmen
to Fc purificado de IgG Iénta de Tayassu foi testado como mostra
a figura 10. Este anti-soro ndo foi capaz de revelar o fragmento
Fab da imunoglobulina IgG Tenta de Tayassu mas reagiu formando ar
cos de precipitacgao nitidos com o fragmento Fc isolado e as 1imu

noglobulinas nativas 1gG lenta e Ig6 rapida.
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- +
IgG lenta
Ra-a-TayNs
DGPT

Figura 6 - Controle imunoeletroforéetico em gel de agar 17 em tam

pao veronal pH 8.6 da imunoglobulina IgG lenta de Tayassu e do
seu digesto papainico total, Foi utilizado como revelador soro
de coelho anti-soro de Tayassu (Ra—-A-TayNS), Os arcos de preci
pitagao provenientes do digesto papainico (DGPT) evidenciam os

~omponentes de mobilidade caracteristica de Fab e de Fc.
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Figura 7 - Cromatografia de troca ionica do digesto papainico

da imunmoglobulina IgG lenta, de Tayassu em coluna (1.0%x50.0cm)
de DEAE celulose, equilibrada em tampao fosfato 5 mM pH 8.0. 0O
primeiro pico, correspondente a fragzo Fab & obtido no tampao

de equilibrio da coluna e, a fragao Fc & eluida em NaCl 1.0 M.
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Figura 8 - Imunodifusao dupla em gel de agar 1% das fragoes Fab
(B) e Fc (C) obtidas da digestao papainica de IgG lenta de Tayassu.
Soro de ccelho anti-soro normal de Tayassu colocado no poco cen
tral (AS) foi usado como revelador. O anti-soro mostrou relagao

de nao identidade antigenica entre os componentes Fab e Fc.
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Figura 9 - Imunodifusiao dﬁpla em gel de agar 17 das fragSEs IgG
lenta (A), fragmento Fab (B) e fragmento Fc (C), reveladas com o
soro de coelho anti-soro "normal" de Tayassu colocado no pogo cen
tral (AS). O anti-soro mostra relagao de identidade antigéenica
parcial entre os componentes lgG lenta e Fab, e relagEo de nao

identidade entre os componentes Fab e Fc.
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7. Discriminacdo entre as populagoes IgG lenta e IgG rapida do

soro imune de Tayassu tajacu utilizando-se soro de coelho an

tifragmento Fc de IgG lenta

A andlise por imunodifusdo dupla em gel de agar das imu
‘noglobulinas IgG lenta, IgG rapida e fragmento Fc de IgG lenta
de Tayassu € mostrada na figura 10. 0 soro obtido de imunizagao
de coelhos com fragmento Fc¢ purificado revelou as imunoglobuli
nas 1gG lenta e IgG rapida; foi detectado um "esporao" entre
estas proteinas. Este anti-soro reagiu com o fragmento Fc de

IgG lenta mas nao com o fragmento Fab.

8. Separagao das cadeias H (pesada) e L (leve) da imunoglobuli-

na Ig6 lenta de Tayassu tajacu.

Uma preparagao tipica, mostrando a separagao de cadeias
He L (como descrito em material e métodos), & representada na
figura 11.

0 centro do primeiro pico de densidade otica representa
as cadeias H e, o outro pico, eluido a seguir, representa a ca

deia L.
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Figura 10 - lmunizagao em gel de agar 1% das fragoes 1gG rapida
(A) e 1IgG lenta (B), fragmento Fc (C) e fragmento Fab (D) d= 1gG
lenta de Tayassu, utilizando-se como revelador soro de coelho an
tifragmento Fc no pogo central (AS). Nao foi observada linha de
precipitacao entre o antisoro e a fracao Fab. As fracoes IgG ra
pida e 1gG lenta mostram entre si relagao de identidade antig@ni
ca parcial detectada pela presenca de um "esporao'" entre estas

-
prote1nas .
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Figura 11 - Cromatografia de exclusao molecular, da IgG lenta
de Tayassu reduzida e algquilada, em coluna (2.0 x 120 cm) de
Sephadex G 100, entumescida em guanidina 6.0 M pH 5.5. Foram

eluidas as fragoes correspondentes aos picos H e L.
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9. Composigcio global de aminoacidos das imunoglobulinas Ig6 len

ta e I1gG rapida de soro imune de Tayassu tajacu

J - - —_

Dos registros graficos das analises de amiﬁoacidos das
imunoglobulinas IgG lenta e IgG rapida oxidadas e nao oxidadas,
obtidas de diferentes tempos de hidrolise, mostrados nas figuras
12 e 13 foi montada a Tabela I ., O0s valores em termos de moles
de res7duo por moles de proteina encontrados para cada aminoaci
do s3ao apresentados. Para a IgG lenta o numero de meias  cisti
nas na forma de acido cisteico foi de 38 residuos. Para a IgG
rapida este numero foi de 39. O nlUmero de residuos metionina de
tectados como metionina oxidada foi de 18 para a IgG rapida e 16
para a IgG lenta. A IgG rapida apresentou um nimero total de
1.314 residuos e a IgG lenta 1.308, nao se computando o Triptofa
no. |

A Tabela I mostra os resultados obtidos de analise de
aminoacidos das proteinas IgG lenta e rapida de Tayassu em dife

rentes tempecs de hidrolise como indicado nas figuras 12 e 13,

10. Cromatografia de afinidade das imunoglobulinas 6 de Tayassu

tajacu em Proteina A - Sepharose

A cromatografia de afinidade do soro imune de Tayassu e
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TABELA I

COMPOSIGAO EM AMINOACIDOS DE IgG LENTA E IgG RRPIDA(l) DE Tayassu

tajacu (L.)

) : -

Residuos IgG lenta 1gG rapida

Lys 48.7 47.7
His 15.3 20.1
ATg 30.8 33.1
Asp B8.8 95.3
Thr 115.4 109.8
Ser 154.2 150.2
Glu 129.5 130.4
Pro 112.0 111.9
Glis 108.3 111.3
Ala 83.9 84.4
cys/2¢? 38.4 39.0
Val 122.3 125.5
Met (3 16.2 17.7
Ile 42.2 : 40.4
Leu 100.7 104.6
Tyr 55.0 55,1
Phe 42.3 44 . 4
Total*) 1.308 1.314

(1) Moles de residuo/moles de proteina

(2) Acido Cisteico (Cya)

(3) Metionina sulfona (Met SOZ)

(4) 0 numero total de residuos est3 normalizado para um mesmo

valor.
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mostrada na figura 14. 0 primeiro pico (A) & obtido no tampao
de equilibrio da resina, e o segundo pico (B) & eluido em tampao
glicina 0.2 M pH 2.8 0.5 M de NaCl, A cromatografia de afihidg
de de fracio RC da cromatografia de soro imune de Tayassu & mos
t%ada na ffgura 15. No tampao de equilibrio da resina foi e]ui
do o pico denominado RCA e o segundo pico (RC B) & eluido em tam
p3o glicina 0.2 M pH 2.8 0.5 M NaCi. 0 controle imunoeletrofore
tico em gel de agar dos picos A e B da cromatografia de afinida
de do sorc imune de Tayassu & mostrado na figura 16. Como reve
lador foi aplicado nas canaletas soro de coelho anti-soro de
Tayassu. (Ra-a-TayNS). O soro normal de Tayassu foi aplicado nos
pocos indicados com controle. A fracao correspondente ao pico A
revela varios arcos de precipitacdo na regiao mais anodica. Na
fracdo correspondente ao pico B € revelado um unico arco de pre
cipitagao de mobilidade catodica na regiao de migracao eletrofo
retica de gamaglobulinas séricas. O controle imunoeletroforéti-
co em gel de agar da cromatografia de afinidade da fragdo RC &€
mostrado na figura 17. Como controle foi utilizada a fragao RC.
Nas can’1etas foi utilizado soro de coelho anti-soro normal de
Tayassu (Ra-a-TayNS). Um uUnico arco de precipitagao de mobilida
de catddica tipico de gamaglobulinas est3d presente na fragao RC
B. A fracao RC A apresenta um complexo de arcos de precipitagdo
correspondentes as proteinas de migragao anodica entre albumina

e B globulinas.
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POy SmV | b GLICINA 0.2 M
pH 8.0 pH 2.78
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Figura 14 - Cromatografia de afinidade do soro imune de Tayassu

em coluna (1.2x15cm) de Sepharose-Proteina A, equilibrada em tam

pao fosfato 0.1M pH 8.0. O primeiro pico & obtido no tampao de

equilibric da resina e, o segundo pico é¢ eluido em tampao glici

na 0.2 M pH 2.8, 0.5 NacCl,

UNICAMP
BIBLIOTECA CENTRAL
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pH 8.0 ! pH2.78
3.0 r . -
2.0F _
»
1.0k -
* - -
P
o/ .\
/ "~ e .
- RCA "~ " RCB Trmrmememene
{ Lo ‘ J k ] ]
1 10 ' 20 30
tubos
Figura 15 - Cromatografia de afinidade da fragao RC, obtida de

cromatografia de troca ionica de soro imune de Tayassu, em colu-
na (1,2x15cm) de Sepharose-Proteina A, equilibrada em tampao fos
fato 0,1 M pH 8.0, O primeiro pico (RCA) & obtido no tampao de
equilibrio da resina e, o segundo pico (RCB) & eluido em tampao

glicina 0,2 M, pH 2.8, 0.5 M NacCl.
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SITaX

Ra-a-TayNS

A

Figura 16 - Controle imunoeletroforetico em gel de agar 17 em tam
pao veronal pH 8.6 das fracoes correspondentes aos picos AeB da
cromatografia de afinidade do soro imune de Tayassu (SITay). 0
material contido no pico B mostra somente um arco de precipita
¢ao de mobilidade catodica correspondente a regiao das gamaglobu
linas G. A fragao A obtida da cromatografia de afinidade nao
mostra a presenga nem da imunoglobulina G lenta nem da imunoglo
bulina G rapida. Como revelador foi utilizado o soro de «coelho

anti-soro normal de Tayassu (Ra-a-TayNS).
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IgG rapida

’ Ra—a-TayNS§

Figura 17 - Controle imunceletroforetico em gel de agar 17 em tam
pao veronal pH 8,6 das fragaes correspondentes aos picos RC A e
RC B da cromatografia de afinidade da fragao RC, obtida de croma
tografia em DEAE celulose do soro imune de Tayassu. Como contro

le utiliza~se a fragao RC. No setor a o antisoro revela um uni

co arco de precipitagao de mobilidade catodica que ccrresponde
as imunoglobulinas G rapidas que estao contidas no pico RCB da
cromatografia de afinidade. No setor b o anti-soro revela a fra

cao correspondente ao pico RCA da cromatografia de afinidade on

de nao foram detectadas . imunoglobulinas G rapidas. Co

mo revelador foi utilizado soro de coelho anti-soro "normal" de

Tayassu. (Ra-a-tayNS§)
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11. Eletroforese em gel de poliacrilamida das imunoglobulinas G

de Tayassu tajacu

A analise em gel de acrilamida das formas nativa e redy
zida das imunoglobulinas IgG lenta e rapida purificadas de soro
imune de Tayassu € apresentada, na figura 18. Foram wutilizadas
como marcadores de peso molecular a proteina de Bence Jones na
forma dimerica, a imunoglobulina GOB monoclona]qﬂo isotipo Ig@l,
a imunoglobulina monoclonal FKW do isotipo IgG3, soro albumina
humana {(HSA) e anidrase carboOnica.

Na forma nativa as imunoglobulinas IgG se apresentam co
mo uma banda principal na interface gel de concentragao gel de
corrida. Outras bandas de menor intensidade s3ao observadas.

Na forma reduzida as imunoglobulinas tipo IgG apresentam
duas bandas. Uma de peso molecular 50 k (50.000 daltons) corres
pondente a cadeia pesada H e outra de pelo molecular 25 K

(25.000 daltons) correspondente a cadeia leve L.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%Z com SDS

das imunoglobulinas G do soro imune de Tayassu tajacu antes e de

pois de redugao com DTT 0.1 M. As proteinas nao reduzidas foram
aplicadas: em (l) soro albumina humana (HSA) e anidrase carbﬁni
ca (AC), em (2) a proteina de Bence Jones do paciente mielomatg
so JJO, em (3) foi aplicada a imunoglobulina monoclonal GOB iso
tipo IgGl, em (4) a imun,globulina G rapida de Tayassu, em (5) a
imunoglobulina G lenta de Tayassu, em (6) a imunoglobulina mono
clonal FKW do isotipo IgG3. Estas mesmas proteinas apos redugao
com DTT foram aplicadas em (7), (8), (9), (10), (11) e (12) na
mesma ordem. As cadeias pesadas (H) que correspondem a 50K e as
cadeias leves (L) que correspondem a 25K sao evidenciadas apos
redugao com DTT, A cadeia pesada da proteina FKW do tipo antige
nico IgG3 tem peso molecular maior que 50 K e se destaca das ou
tras bandas H. Apos redugao a proteina de Bence Jomnes JJO agora
na forma de mondOmero, migra como unica banda correspondente aque

las das cadeias leves de imunoglobulinas.



IV - DISCUSSAD
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0s resultados de imunoeletroforese do soro total do peca

ri Tayassu tajacu (L.) pOGem em evidéencia um sistema precipitante

de migracao lenta em relacao ao anodo gque pode ser interpretado
como um complexo molecular IgG como apresentadc na figura 1. A
forma do arco de precipita¢dao correspondente as imunoglobulinas
G revela ainda a heterogeneidade desse sistema. 0 soro de coe
Tho anti-soro "normal" de Tayassu nao foi capaz de definir sub
popuiacoes de IgG no soro "normal" e mesmo nos soros hiperimunes
individuais analisados. Seria de se esperar a evidencia de popu
iagoes moleculares predominantes de acordo com o sistema de imu
noeletroforese empregado, como se observa em vertebrados como a
cobaia (BENACERRAF et al., 1963; OLIVEIRA et al., 1970), camun
dongo- (FAHEY et al., 1964), bovinos {MURPHY et al., 1965 e sui
nos (KIM et al., 1966). Entretanto o0s resultados obtidos demons
tram no arco que corresponde as imunoglobulinas G nenhum sinal de
"esporao" que pudesse indicar subpopulacoes dessa imunoglobuli
na. Estariam estes resultados indicando que este animal nao tem
a capacidade de biossintese de diferentes isotipos de cadeia pe
sada;gama? Ou, o desdobramento de populacoes G seria uma conse
quencia do esquema de imunizacao empregado? 0Os resultados da
analise imunoeletroforética de anti-soros obtidos de diferentes
esquemas de imunizacgdao utilizando-se antigenos diversos como s$oO
ro albumina humana (HSA), gamaglobulina bovina dinitrofenilada
(DNP-BGG), soro albumina humana dinitrofenilada (DNP-HSA) e hemo

cianina, mostraram coerentemente um Unico arco homogeneo sem es
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poroes na regiaoc de migracao de 148G, resu]tados indicativos de
que & heterogeneidade molecular I1gG de Tayassu nao deve ser inter
pretada em termos de subclasse.

A cromatografia de troca jonica em DEAE celulose do soro
"normal" de Tayassu e diferentes antisoros obtidos da imunizagao
com antigenos de caracteristicas diversas mostrou consistentemen
te o desdobramento do complexo IgG de Tayassu em pelo menos duas
entidades distintas: wuma populacgao de IgG lenta que mostra um
unico arco de precipitagao de mobilidade identica a IgG2 de co
baia (OLIVEIRA et al., 1970) e outra populacao de IgG presente
na fracao RC que mostra migragdo rapida caracteristica da sub
classe I1gGl descrita na cobaia (BENACERRAF et al., 1963), hamster
(COE, 1968), camundongo (FAHEY et al., 1964), suinos (KIM et al.
1966) e bovinos (MURPHY et al., 1965). O controle imunoceletro
foretico (figura 4) das fragoes obtidas de cromatografia de exclu
sao molecular de soro total, pseudogiobulina e fragao RC indica
que as populacoes moleculares denominadas A e IgG RC podem ser
interpreta“as como imunoglobulinas G face sua migragao eletrofg
rética caracteristica e sua eluicao em volume identico aquele do
marcador de peso molecular IgG. Essas subpopulagoes de IgG de
Tayassu guardam relacao de semelhanca as imunoglobulinas 75 de ¢co
-baja como indicado na tabela T1III.

Os resultados da imunodifusao dupla em duas dimensoes

(OUTCHERLONY, 1953) das populacOes 1gG lenta e IgG rapida de Tayassu{figura 5)
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reveladas com o soro especifico anticadeia gama humana em que
mostram identidade antigenica entre si e identidade parcial com
a2 proteina GOB monoclonal humana constituem mais uma evidencia
experimental de que essas proteinas sac parte in%egrante da su
per familia ou classe IgG de vertebrados (AMBROSIUS, 1966). A es
pecificidade deste soro € inequivocamente demonstrada pela ausen
cia de reagao com a proteina de Bence Jones monocional (JJO) que
e dimero de cadeia leve do tipo antigenico lambda pertencente ao
subgrupo VA3 (MARQUES et al., 1984a; 1984b; 1987a, 1987b).

Antigenos de configuragiao molecular diferente poderiam
produzir no pecari brasileiro padroes de resposta distintos? Os
resultados obtidos do controle eletroforético de diferentes es
quemas de imunizagao com antigenos de configuracao molecular dis
tinta mostram em certos animais um teor maior de anticorpos IgG
de mobilidade mais rapida. Poderia a "forma" do antigeno estimu
lar seletivamente as celulas imunocompetentes na indugao prefe
rencial de anticorpos de uma determinada subclasse? Nossos resul
tados demonstram que essas questboes permanecem criticas.

A digestao pela papaina das imunoglobulinas de varios ver
tebrados como o coelho {(PORTER, 1959), cobaia (NUSSENSWEIG and
BENACERRAE, 1964), hamster (COE, 1968), produz fragmentos que
podem ser separados por cromatografia de troca ionica e que re
tem muitas das propriedades funcionais das moléculas parentais e

contribuem para a compreensao da estrutura dessas globulinas.
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0s resultados de digest3ao papainica como apresentado na
figura 7 indicam que as imunoglobuliinas G de Tayassu devem guar
dar relacdo de semelhanga estrutural com as demais imunoglobulil
nas de vertebrados. 0s resultados propiciados pelo antisoro an
tifragmento Fc de imunoglobulina G de Tayassu m;is 0s resulté
dos obtidos de determinag3o do coeficiente de sedimentacao da mo
lecula nativa (POSKUS, DELACHE e PALADINI, resultados nao publi
cados) somados aos resultados da especificidade frente a diferen
tes antigenos (LOVO, NOVELLO, MARANGONI, OLIVEIRA, resultados nao
publicados), permitem caracterizar as populagoes de imunoglobuli
nas IgG lenta e rapida de Tayassu como anticorpos IgG.

0s resultados apresentados nao permitem a identificacao
e caracterizacdao quimica e antigenica dos dominios CHZ e CH3 cons
tituintes dos fragmentos tipo i1Fc, mFc¢, sFc estFc como demons
trado para a 1gG de coelho (UTSUMI, 1969). Desta forma nossos
resultados nao conduzem a possibilidade de obtencao de  anti-so
ros especificos para os dominios CH2 e CH3 do fragmento moiecu
lar Fc. Dependendo da concentragac da enzima e do tempo de di
gestao & observado aléem dos arcos de precipitagao caracteristi
cos de Fab e Fc um outro componente de mobilidade andodica gque po
de ser interpretado como o fragmento Fc' ou pFc' como demonstra
do em cobaia (LESLIE et al., 197]1) e que corresponde a0 domi
nio CH3 dimerizado (UTSUMI, 1969).

As composicbes de aminoacidos de IgGs lenta e rapida de

Tayassu (apresentadas nas figurasi2e 13) refletem as diferen@as
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de mobilidade eletroforetica em moleculas nativas, ja estabeleci
do para a IgG2 de cobaia (LAMM, 1969).

0s resultados de analise de aminoacidos da molécula nati
va de I1gG lenta de Tayassu sugerem um numero aproximado de cinco
meias cistinas inter cadeia H como estabelecido para 1gG2 de co
baia (OLIVEIRA e LAMM, 1971), partindo do principio de que a ca
deia H deve ser constituida de quatro dominios (CHy, CH,, CH, e
VH) estabilizados por uma ponte dissulfeto e as cadeias 1eve§ se
jam constituidas de dois dominios (VL e CL) tamb&m ‘“estabiliza-
dos" por duas meias cistinas cada.

0s resultados da separacao das cadeias H-L de IgG Tlenta
de pecari mostram uma nitida separacao dos dois tipos de cadeia
polipeptidica H e L, apresentada na figura 11. A separagao das
cadeias polipeptidicas-da imunoglobulina G lenta de Tayassu atra
ves de agentes redutores constitui uma evidencia concreta do ar
ranjo molecular tipico de IgG, considerando-se que a recuperagao
das cadeias H e L foi de praticamente 100%, ou seja, aproximada
mente 70% no pico H e 30% no pico L. A redugao da proteina com
DTT permite atacar as pontes inter-cadeias, mas nao as pontes in
tra-cadeia, o que faz com que a estrutura das cadeias H e L seja
preservada, a atquilagao com iodoacetamida ou acido iodoacético
evita a reoxidacao dos grupamentos SH, o que foi de fundamental
importancia para o exito desses resultados.

A Proteina A de Staphylococcus aureus € capaz de ligar

1gG de muitas espécies como mostra a tabela Il, e tem sido ex

tensivamente usada apos acoplamento com a Sepharose para isola
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AFINIDADE DAS IMUNOGLOBULINAS DE VERTEBRADOS PELA PROTETNA A.

Especimes

o

Classe de imunoglobulina

" Subclasses

Homem

Camundongo

Rato
Cobaia
Coelho
Carneiro
Cabra

Cao

Boi

Pecari

IgG
Iga

IgM
IgG

IgG

IgG

IgG
IgG

IgG
Iga
IgM

IgG

1,2,4 (1)
2 (2)

- (3)
24,2B8,3 (3)
1 (4)
1,2¢C (5)
1,2 (6)

- (7)

2 (8)

2 (8)

A,B,C,D (B)
- (8)
- (8)

2 (8)

lenta rapida (9)

(1) KRONVAL
1976,

(2) GrOV,

>

WILLIAMS, 1969

(3) KRONVALL et al., 1970,
(4) MACKENZIE et al,
(5) MEDGYESY et al., 1978.

(6) FORSGREN,
(7) ENRDRESEN,

(8) GOUDSWAARD et al., 1978. _
(9) LOVO et al., Resultados nao publicados.
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mento de classes e subclasses de imunoglobulinas (DUHAMEL et al.
1979).

Em algumas especies a interacgao da proteina A com IgG e
restrita a certos subgrupos de IgG. Por exemplo, no homem a pro
teina A interage com IgG &oé subgfﬁpos 1, 2 e 4 mas aparentemen-
te nao com 1gG3 (KRONVALL, e WILLIAMS, 1969).

Reagoes de precipitina direta foram detectadas entre a
proteina A e soros humanos normais. Inicialmente foi aceito que
essas reagoes representavam anticorpos naturais humanos anti-
staphylococcus (LOFKVIST e SJOQUIST , 1962). Entre-
tanto, estudos subsegqlientes tem indicado que a proteina A reage
com estruturas Fc de cadeia pesada de I1gG {FORSGREN AND SJOQUIST,1366,

SJOQUIST et al, 1968). O uso da reacao entre proteina A de Staphylococcus

e a porgao Fc de gamaglobulinas pode ser Util para estudos de im
portantes funcoes biologicas relacionadas com o fragmento Fc,
tais como desencadeamento de reagoes de hipersensibilidade e in
teragao com o sistema complemento (SIRAGANIAN e OLIVEIRA, 1968;
SANDBERG et al., 1971}.

0 fato da proteina A reigir com todas as proteinas de mie
loma de cadeia pesada dos subgrupos IgGl, 1gG2 e 1gG4 e indicati
vo que as estruturas responsaveis pela reatividade realmente es
tio relacionadas com a seqliencia primaria de aminoacidos como
sugerido pela reatividade nao usual com o fragmento Fc. Um mes

mo sitic de reacao com a proteina A tem sido demonstrado em gama

globulinas de cobaia e coelho (SJOQUIST, 1968). A proteina A de
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ve entio servir como marcador para uma particular sequencia de
aminoacidos de gamaglobulina ou para estudos filogeneticos{KRON-
VALL, 1970).

As imunoglobulinas G lenta e rapida de Tayassu ligaram-se
a proteina A Sepharose como demonstraram as.figuras 14, 15, 16 e
17. Esses resultados entretanto, nao constituem evidencia de
que devem existir no Tayassu pelo menos duas subclasses de IgG.
Poderia este resultado indicar que os fragmentos de IgG lenta e
IgG rapida tem estrutura semelhante? 0 comportamento de Fc de
1gG lenta e rapida de Tayassu face a proteina A nao responde de
modo inequivoco esta pergunta. Outros subsidios derivados de
outros tipos de modelo experimental terao que ser obtidos.

A eletroforese em gel de poliacrilamida, tecnica de PAGE
-SDS (figura.18), mostrou uma unica banda das imunoglobulinas
lenta e rapida de Tayassu. Este critério serviu para justificar
a determinacio da composicao global de aminoacidos destas proted
nas e @ utilizado como indicativo de grau de pureza, 0 que & com
pativel com estudos de determinagao de estrutura primaria de pro
teinas homogeneas e/oJ seus fragmentos (GARCIA-PARDO et al 1981).

Ambas imunoglobulinas, lenta e rapida, de Tayassu apos
reducao com DTT apresentaram cadeias pesadas (H) semelhantes a
do marcador que & a imunoglobulina monoclonal GOB do isotipo IgGl,
e cadeias leve {L) semelhantes a da imunoglobulina monoclonal GOB
e a proteina de Bence Jones que se apresenta na forma de monome

ro apos redugao.
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A imunoglobulina monoclional FKW do isotipo lgG3 tambem
serve como um bom marcador de cadeia pesada por apresentar uma
cadeia mais longa (PM 170.000) que as demais cadeias H das imu
noglobulinas G humanas {(SALUK and CLEM, 1971).

Neste trabalho, utilizando-se como modelo o pecari,

Tayassu tajacu, evidenciamos a heterogeneidade das imunoglobuli

nas G deste artiodactilo. Gamaglobulinas de Tayassu foram resol
vidas em duas fragoes por cromatografia de troca ionica e verifi
cou-se que essas imunoglobulinas sao imunoceletroforeticamente dis
tinguiveis, sendo uma majs lenta e outra mais rapida, de acordo
com subcategorias de IgG de outras especies como IgGl e IgG2z de
cobaia, hamster e camundongo (BENACERRAF et al., 1968; COE,1968;
FAHEY et al., 1964). As observacoes descritas aqui sugerem duas
formas isotipicas para a IgG de Tayassu, visto que as variantes
apresentadas entre a 1gG lenta e a IgG rapida de Tayassu sao co
muns a todos os individuos normais de uma dada especie. Pelos re
sultados obtides nao foi possivel detectar variantes alotipicas,
onde pequenas diferencas antigenicas sao segregadas alelicamente
€ nao estao presentes eﬁ todos os individuos de uma dada especie,
como refiexo de pequenas diferencas entre genes alelicos. Assim
dentro de uma mesma subclasse & possivel detectar estes marcado-
res alotipicos, como os marcadores Gm de cadeia pesada de imuno
globulinas humanas (NATVIG and KUNKEL, 1973}).

Os dados apresentados neste trabalho indicanm di-
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ferencas imuncquimicas entre as IgGs lenta e rapida de Tayassu.
Essas diferencas sac relacionadas com o fragmento Fab, de acordo
com os resultados obtidos por SELA et al., 1963, onde duas popu
lagCes de 1gG de coelho, por digest3o pela papaina, liberaram
fragmentos fab tipo fI e tipo I relacionados com a mobilidade
eletroforética da molécula nativa (nomenclatura I, III, I ou I,
IT1, [0 adotada . nos estudos de PORTER, 1959, para os fragmentos
Fab e Fc) e foram interpretados como populagoes moieculares que
diferiram entre si nos respectivos fragmentos Fab.

No porco doméstico, animal artiodactilo, de evolucao pa
ralela a dos Tayassuidae, foram descritas pelo menos tres popula
¢oes moleculares interpretadas como IgGl, IgG2 e IgG3 (KALTREIDER,
e JOHNSON, 1972).

A Tabela III permite a comparagao entre as classes e sub
classes de imunoglobulina G de varios vertebrados, incluindo 0
modelo IgG de T. tajacu.

As proteinas homdlogas, aquelas que executam a mesma fun
cao biologica em especies diferentes, geralmente teém cadeias po
lipeptidicas iden icas, ou quase idénticas, em tamanho. Muitas
posigcoes na seqliencia de aminoacidos de proteinas homologas sao
ocupadas pelo mesmo aminoacido em todas as especies, mas em  ou
tras posicoes pode haver uma variagao consideravel de uma  para
‘outra especie. Este conjunto de semelhangas na seqliencia de ami
noacidos de proteinas homdlogas & chamado de homologia seqlien

cial; ela sugere que as espécies portadoras de tais proteinas ho
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mologas devem ter uma origem evolutiva comum. Assim, as seqﬂéﬂ
cias de proteinas homologas indicam que os organismos onde sao
encontradas evoluiram de um ancestral comum, mas sofreram modifi
cacoes a medida que as diferentes especies divergiram durante a
evolucao. O0s resultados sobre a especificidade de antfcorpos'pg
ra antigenos de espécies homologas levam a conclusoes desta natu
reza. 0 conhecimento do numero de residuos diferentes entre pro
teTnas homélogas de espécies diferentes permite a construcao de
mapas evolutivos mostrando a origem e o desenvolvimento de dife
rentes plantas e animais durante a eveolucao das especies.

Este trabalho contribui para a identificagao e caracteri

zagao da classe de imunoglobulina IgG no Tayassu tajacu, cuja fa

milia, Tayassuidae, apresenta linha evolutiva independente da fa
milia Suidae desde o Oligoceno (ROMER, 1966). Esta proteina re
presenta um ponto nodal ancestral fornecendo um modelo experimen
tal cuja determinacao de sua seqliencia de aminoacidos da estrutu
ra primaria possibilitara a comparacao com a de outras especies
de artiodactilos fornecendo dados de homologia seqliencial para o
enriquecimento do quadro de evoluc3o filogenatica de imunoglobu-

lTinas.
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RESUMO E CONCLUSDES

A anilise imunoeletroforética do soro imune de Tayassu,
utilizando-se como revelador o soro de coelho antisoro de Tayassu,
revelou uma fracdo protéica de mobilidade eletroforetica menos
anodica caracteristica de imunoglobulinas do isotipo IgG.

Do soro imune deste animal, foi purificada, por cromato
grafia de troca ionica em DEAE celulose, uma fracao protéica que
por analise imunoeletroforética apresentou mobilidade eletrofore
tica lenta em relacao ao anodo. Da fracao restante, denominada
RC, foi purificada a fragdo protéica, por cromatografia de exclu
sao molecular, gue apresentou volume de eluigao tipico de imuno
globulinas IgG. A analise imunceletroforetica demonstrou gue a
fragao obtida por purificagao do RC, possui mobilidade eletrofo
rética rapida em relacao ao anodo.

Por imunodifusao, as fragoes proteicas denominadas IgG
lenta e IgG rapida de Tayassu apresentaram relacao de identidade
parcial com a IgG monoclonal GOB quando reveladas com o soro es
pecifico anticadeia gama humana, evidenciando que estas protei
nas sao parte integrante da c¢lasse IgG de vertebrados.

A digestdo pela papaina, da IgG lenta de Tayassu, permi
tiu a separacao desta imunoglobulina nos fragmentos Fab e Fc,por

cromatografia de troca ionica em DEAE celulose.
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Estes resultados indicam que as imunoglobulinas G de
Tayassu devem guardar relacao de semelhanga estrutural com as de
mais imunoglobulinas de vertebrados.

Por imunodifusao, utilizando-se como revelador o soro de
coe1ho;ant1fragmento Fc &e IgG lenta de fayassu, nio foi observa
da 1inha de precipitacao entre o antisoro e o fragmento Fab de
IgG lenta de Tayassu, mas reagiu formando arcos de precipitacao
com o fragmento Fc purificado e as imunoglobulinas IgG lenta e
IgG rapida, onde se nota um "esporao" indicativo de relagdo de
identidade antigenica parcial entre as proteinas IgG lenta e ra
pida.

A composicao global de aminoacidos das imunoglobulinas
IgG lenta e 1gG rapida de Tayassu apresentou um numero de meias
cistinas, na forma de acido cisteico, de 38 residuos para a IgG
lenta e 39 para a 1gG rapida, 0 que sugere um numero aproximado
de cinco meias cistinas intercadeia pesada (H-H) A I1gG rapida
apresentou um total de 1314 residuos e a IgG lenta 1308.

0 perfil cromatografico, em Sephadex G100, da separagao
das cadeias H (pesada) e L (leve) da imunoglobrlina IgG lenta de
Tayassu & semelhante as descritas na ]1teratur$ para imunoglobu
linas G de outras especies.

A cromatografia de afinidade em Proteina A -Sepharose do
soro de Tayassu mostra dois picos correspondentes as fracoes A e
B. A analise imunoeletroforética do material contido na fragao

B demonstra que a imunoglobulina G de Tayassu ligou-se a protel
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na A, visto que, esta contém sitios de ligacao que mostram uma
alta afinidade pela porgao Fc da molécula de IgG. Da mesma manej
ra, a cromatografia de afinidade da fracao RC, obtida do soro de
Tayassu em DEAE celulose, mostra dois picos correspondentes as
fracoes RCA e RCB. A éﬁélise imunoe?etroforéticé do material
contido no pico RCB demonstra que a IgG rapida de Tayassu ligou-
-se a proteTna A, como ocorre com Ig6 de muitas especies.

A analise em gel de poliacrilamida da forma reduzida das
iﬁunog]obulinas G lenta e rapida de Tayassu apresentaram pesos
moleculares semelhantes ac dos marcadores IgG utilizados. Na for
ma reduzida as imunoglobulinas G lenta e rapida apresentaram ca
deias pesadas (H) com pesos moleculares correspondentes a 50 K
(50.000 daltons) e as cadeias leves {L) pesos moleculares corres
pondentes a 25 K (25.000 daltons), de acordo com os marcadores
utilizados: a proteina de Bence Jones, que apos reducao apresen
ta-se na forma de monomero, migrando como unica banda correspon
dente aquelas das cadeias leve de imunoglobulinas e a proteina
monoclonal (GOB) do isotipo igGl reduzida.

As proteinas, 1gG lenta e rapida de Taiyassu, de acordo
com as metodologias utilizadas neste trabalho puderam ser guali
ficadas como imuncgliobulinas do isotipo I1gG, podendo ser compara
das cow classes e subclasses de imunoglobulinas G de varios ver
tebrados e utilizadas para estudos de filogenia molecular do mo

delo IgG.
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Agar immunoeltectrophoretic analysis of Tayassu immune

serum developed with rabbit anti-whole Tayassu serum, revealed
the presence of a protein fraction with a cathodal electrophoretic
migration characteristic of the IgG isotype immunoglobulins,
i Fractionafion in DEAE-cellulose of individual Tayassu
immune serum gave rise to a protein fraction that was characterized
by agar gel immunoelectrophoresis as a single precipitin arc
present in the region of slow electrophoretic mobility towards
the anode. A second fraction obtained from the anion exchange
chromatography on DEAE-cellulose, called RC, when submitted to
Sephadex gel filtration, gave rise to a protein fraction that had
a typical behaviour of 75 IgG immunoglobulins. This fraction
purified from RC showed a fast electrophoretic mobility towards
the anode when characterized by immunoeletrocphoresis.

In Ouchterlony analysis an antiserum specific to human
Y chains showed a cross-reaction with both slow and fast mobility
Tayassu immunoglobulin populations and also with a human mono-
clonal IgG (IgG GOB). This indicates that both Tayassu protein
fractions integrate the IgG class of vertebrate immunoglobulins.

Two fragments, %ab and Fc, wen obtained after papain
degestron of the Tayassu slow IgG. There findings indicate that
the Tayassu G immunoglobulin must follow the structural arrangement
characteristic of other vertebrate IgG immunoglobulins.

In immunodiffusion analysis a rabbit antiserum to Tayassu

slow IgG Fc fragment did not react with Tayassu slow IgG Fab
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fragment but showed precipiting lines with purified Fc fragment
and also with slow and fast IgG immunoglobulins. A spur between
these two IgG proteins was also detected and is indicative of
partial antigenic identity betwgen them.

The global aminoacid composition showed: &) 38 residues
of half-cystine {(determined as cysteic acid) for the slow IgG
jmmunoglobulin and 39 residues for the fast IgG immunoglobulin,
This suggests an overall number of 5 half-cystine inter heavy
chains (H-H) and b) a total of 1308 aminoacid residues for the
slow 1gG and a total of 1314 aminoacid residues for the fast IgG.

The elution profile obtained from gel filtration (Sephadex
6100) indicates that the heavy {(H} and leght (L) chains of the
Tayassu siow IgG immunoglobulin can be separated in a manner
similar to that described in the literature for IgG immunoglobulins
of other species,

Two peaks, A and B, were obtained from Tayassu serum
submitted to affinity chromatography on Protein A-Sepharose.
Immunoelectrophoretic analysis of peak B shows that the Tayassu
G immunoglebulin was bound to protein:A since this protein
displays binding sites with high specificity for the Fc portion
of the 1gG molecule. The fraction RC, obtained from DEAE-cellulose,
also showed two peaks corresponding to fractions RCA and RCB.
Immunoeliectrophoretic analysis of the RCB fraction showed that
the Tayassu fast I1gG was bound to protein A, as cbserved for Ighs

of many species.
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Polyacrylamide gel electrophoresis of the reduced Tayassu
slow and fast immunoglobulins showed that the heavy (H} and light
(L) chain molecular weights correspond to 50K and 25K, respectively.
This is in agreement with the markers used as reference: a human
monoclonal IgGl protein (GOB) in the reduced form and a human X
Bence Jones protein (JJ0O) also in the monomeric form after
reduction,

Based on the immunochemical characterization described
both slow and fast Tayassu immunoglobulins can be identified as
IgG immunoglobulins. They can be used for further studies concerning

the molecular phylogeny of the 1gG model,



VII- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



7¢

ALONZO, N. and HIRS, C.H.W. - Automation of sample application

in aminoacid analysys. Analyt. Biochem., 23, 272-275, 1968.

AMBROSIUS, H. - Comparative investigation of immunogiobulins of

various vertebrate classe. Nature, 209:524-527, 1966.

BAILEY, J.L. - Techniques in protein chemistry 2ed. Amsterdam,

Elsevier, 310p. 1962.

BENACERRAF, B.; OVARY, Z.; BLOCH, K.,J. and FRANKLIN, E., C. -
Properties of guinea-pig 7 S antibodies. I - Electrophoretic
separation of two types of guinea pig 7 S antobidies. J. Exp.

Med., 117; 937-949, 1963.

BURSTEIN, Y. and SCHECHTER, I. - Aminoacid sequence of the NH2
terminal extra piece segments of the precursors of mouse
immunogliobulins A - type and K type light chains. Proc.Natl.
Acad. Sci. U.S.A., 74, 716-720, 1977.

COE, J.E. - The immune response in the hamster. - Definition of
two 7 S globulin classes: 7 S vyl and 7 S ¥y2. J. Immunol.,

100:507-515, 1968,

COHEN, S. and MILSTEIN, C. - Structure and biological properties

of immunoglobulins. Adv. in immunology, 7:1-6, 1967.



77

CRUMPTON, M.S. and WILKNSON, J.M. - Aminoacid composition of
human and rabbit vy globulins. Biochem, J., 88:228-234, 1963.

DUHAMEL, R.C.; SEHUR, P.H.; BRENDAL, K. and MEEZAN,E.- pH gradient
elution of human IgGl, IgG2 and IgG4 from Protein A-Sepharose.
J. Immunol. Methods, 31:211-217, 1979.

EDELMAN, G.M. - Dissociation of gammaglobulins. J.Am., Chem.Soc.,
81:3155-3160, 1959,

EDELMAN, G.M. and GALLY, J.A. - The nature of Bence Jones proteins.

J. Exp. Med., 116, 207-227, 1962.

EDELMAN, G.M.; CUNNINGHAM, B.A.; GALL, W.E.; GOTTLIEB, P. D.;
RUTHISHAUSER, V. and WAXDAL, M.J. - The covalent structure of
an entire I1gG immunoglobulin molecule. Proc.Natl. Acad. Sci,

63:78-85, 1969.

ENDRESEN, :. - Protein A reactivity of whole rabbit IgG and of
fragments of rabbit IgG. Acta Pathol. Microbiol. Scand.Sect.
C, 86:211~214, 1978,

EISEN, H.N. ~ Immunology. Second Edition. Harper & Row Publishers.
Hagerstow. 342p. 1980.



78

FAHEY, J.L.; WENDERLICH, J. and MISCHELL, R. - The imnunoglobulins
of mice. II - Two sub classes of mouse 7 S globulins: gamma 2a

and gamma 2b globulins. J. Exp. Med., 120:243-251, 1964.

FORSGREN, A. and SdafquisT, J. --"Protein A" from S. Aureus.
I - Pseudo~-Immune reaction with human Y-globulin. J. Immunol.,

97.:822-827, 1966.

FORSGREN, A. - Protein A from Staphylococcus aureus. V - Reaction
with guinea pig vy-globulins. J. Immunol., 100:921-926,1968.

GARCIA-PARDO, A.; LAMM, M.E.; PLANT, A.G. and FRANGIONE, B. -
J. chain is covalently bound to both monomer subunits in human

secretory IgA. J.Biol. Chem., 256(22):11734-11738, 1981,
GILBERT, W. - Why genes in piece? Nature, 271:501-507, 1978.

GOUDSWAARD, J.; VAN DER DONK, J.A. and NOORDZIJ, A. - Protein A
reactivity of various mammalian immunoglobulins. Scand. J.

Immunol., 8, 21-28, 1978.

GRABAR, P. and WILLIAMS ; C.A. - Methode permettand letude conjugueé
des proprietes electrophoréetiques et  immunocliniques d'un
melange des proteines application au serum sanguin. Biochem.

Biophy. Acta., 10, 193-196, 1953.



79

GROV, A. - Human co1ostra1 IgA interacting with . staphylococcal
protein A. Acta Pathol. Microbiel. Scand. Sect. C., 84: 71-
72, 1976.

HOOD, L. and TALMAGE, D.W. - Mechanism of antibody diversity: germ-

-line basis for variability. Science, 168:325-334, 1970.

HOZUMI, N. and TONEGAWA, S. - Evidence for somatic rearrangement
of immunoglobulin genes coding for variable and constant regions

Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A,, 73, 3628-3634, 1976.

ISHIZAKA, T.; ISHIZAKA, K.; SALMON, S. and FUDENBERG, H. Biologic
activities of aggregated vY-globulin, VIII-Aggregated Immu-
noglobulins of different classes. J. Immunol., 99(1): 82-91,
1967.

KALTREIDER, H.B. and JOHNSON, J.S. - Porcine Immunoglobulins.
I - Identification of classes and preparation of specific

antisera. J. Immunol., 109:992-998, 1972,

KIM, Y.B.; BRADLEY, S.G. and WATSON, D.W. - Ontogeny of the
immune response., I - Development of Immunoglobulins in germ-
free and conventional colostrum - deprived piglets. J. Immu-

nology, 97(1), 52-63, 1966a.



80

KIM, Y.B.; BRADLEY% S.G. and WATSON, D.K. - Ontogeny of the
immune response. IT - Characterization of 19 S v§ - and
7S Y6 immunoglobulins in the true primary and secondary

responses in_piglets. J. Immunol., 97(2):189-196, ]gﬁﬁb.

KRONVALL, G. and WILLIAMS, R.C. - Differences in anti~protein A

activity among IgG subgroups. J.Immunol., 103,828-833,1969.

KRONVALL, G.; GREY, H.M, and WILLIAMS, R.C. - Protein A reactivity
with mouse immunogliobulins: Structural relationship be tween
some mouse and human immunoglobulins. J. Immunol., 105:116

-123, 1970.

KRONVALL, G.; SEAL, U.S.; FINSTAD, J. and WILLIAMS, R.C.- Phylo-
genetic insight into evolution of mammaliam Fc fragment of YG

globulin using staphylococcal protein A, J.Immunol., 104:140
-147, 1970.

LAMM, M.E.; NUSSENEZNEIG, V. and BENACERRAF, B. - Isolation of
purified H and L polypeptide chains from guinea - Pig vy2 immu-

noglobulin after mild reduction. Immunology, 10, 309-319, 1968.

LAMM, M.E. - Further comparison of guinea pig gamma 1 and gamma 2
immunoglobulins. Amino acid compositions of the polypeptide

chains and papain fragments. Immunochemistry, 6:235-240, 1969.



81

LESLIE, R.G.Q.; MELAMED, M.D. and COHEN, S. - The products from
papain and pepsin hydrolyses of Guinea-pig immunoglobulins YI1G

and vY2G. Biochem, J., 121:829-837, 1971.

L5FKVIST, T. and SJUQUIST, J. Acta. Path. MicrobioI.Scand.,SG:
 295-301, 1962.

LOVO, M.F.; NOVELLO, J.C.; MARANGONI, S. and OLIVEIRA,B. - Resul

tados n3ao publicados.

LOYO, M.F.; MARANGONI, S. and OLIVEIRA, B. ~ Resultades ndao pu

blicados.

MARQUES, M.R.F.; MARANGONI, S. and OLIVEIRA, B. - Chemical Studies
of a urinary Bence Jones protein; aminoacid composition and

evidence of a covalently bound dimeric structure. I.R.C.S.

Med. Sci., 12:1008-1009, 1984a.

MARQUES, M.R.F.; MARANGONI, S. and OLIVEIRA, B. - The interchain
disulphide bridge of Bence Jones {(JJO) protein: isolation and
characterization of the C-terminal end, cysteine <containing,
tryptic and peptic-tryptic peptides which stabilize the dimeric
configuration. I.R.C.S. Med. Sci., 12:1010-1011, 1984b.



82

MARQUES, M.R.R.; MARANGONI, 5. and OLIVEIRA, B, - The variable
region of a human Bence Jones protein (JJ0) assignment to the

v AITI subgroup. Med. Sci. Res., 15:121-122, 1987a.

MARQUES, M.R.F.; MARANGONI, S. and OLIVEIRA, B. - Tryptic peptides
of human Bence Jones protein JJO: partial characterization

of the C-domain. Med. Scij. Res., 15:123-124, 1987b.

MEDGYES1, G.A.; FUST, G. and GERGELY, J. - Classes and subclasses
of rat immunoglobulins: interaction with the complement system

and with staphylococcal protein A. Immunochem., 15:125-129, 1978.

METZGER, J.J.; NOVOTNY, J. and FRANEK, F. - Heterogeneity of pig
immunoglobulins -chains. Febs Letters, 14(4):23--240, 1971.

MURPHY, F.A.; OSEBOLD, J.W. and ACLUND, 0. - Physical heterogeneity
of bovine y-globulins: characterization of YM and YG globulins,

Arch, Biochem. Biophys, 112:126-136, 1965.

o

NATVIG, J.B.; KUNKEL, H.G. - Human immunoglobulins: classes, sub-

classes, genetic variants and idiotypes. Adv. Immunol. 16:1, 1973,

NUSSENSWEIG, V. and BENACERRAF, B. - Studies on the properties of
fragments of guinea pig gamma 1 and gamma 2 antibodies obtained by papain

digestion and mild reduction. J. Immunol., 93, 1008-1011, 1964.



83

OLIVEIRA, B.; OSLER, A.G.; SIRAGANIAN, R.P. and SANDBERG, A.L.
- The biologic activities of guinea-pig antibodies. I-Separation
of gamma 1 and gamma 2 immunoglobulins and their participation
in the al]ergic reaction of immediate types. J.Immunol.,104:

320-328, 1970.

OLIVEIRA, B. and LAMM, M.E. - Interchain dissulphide bridges of

guinea pig ¥2 immunoglobulin. Biochem. 10{(1), 26-31, 1971.

OUTCHERLONY, 0. - Antigen-antibody reaction in gels. IV - Types:-
of reactions in co-ordinated system of diffusion. Acta path.

microbiol. scand., 32:231-240, 1953.

PORTER, R.R. - The hydrolysis of rabbit gamma globulin and anti-

bodies with crystalline papain., J. Biochem., 73:119-126,1959.

POSKUS, E.; DELLACHA, J.M. and PALADINI, A. - Resultados nao pu

blicados.

ROMER, A.S. - Vertebrate Paleontology. Third Edition, The University

of Chicago Press, Chicago and London, 1966.

SALUK, P.H. and CLEM, W. - The unique Molecular weight of the
heavy chain from human IgG3. J. Immunol., 107(1}:298-301, 1971.



84

SANDBERG, A.L.; OLIVEIRA, B. and OSLER, A.G. - Two complement
fixation by Guinea pig gamma 1 and gamma 2 Immunoglobulins.

Fed. Proceedings, 28, 187-191, 1969.

SANDBERG, A.L.; OSLER, A.G.; SHIN, H.S. and OLIVEIRA, B, - -The .
biologic activities of Guinea pig immunoglobulins. II - Modes
of complement interaction with gamma 1 and gamma 2 immuno-

globulins., J. Immunol., 104, 329-334, 1970.

SANGER, F. and THOMPSON, A. - Halogenation of Tyrosine during
acid hydrolysis. Biochem. Biophys. Acta, 71:468-471, 1963.

SELA, M.; GIVOL, D. and MOZES, E. - Resolution of rabbit gamma
globulin into two fractions by chromatography of diethylaminoe-

trylcellulose-Sephadex. Biochem. Biophys. Acta, 78:649, 1963.

SETCAVAGE, M.T., and KIM, Y.B. - Characterization of porcine serum
immunoglobulins IgG, IgM and IgA and the preparation of mono-
specific anti~chain sera. Immunochemistry, 13:643-652, 1976.

SINAGANIAN, R.P. and OLIVEIRA, B. - The allergic response of
rabbit platelets. Federation Proceedings, 27:315, 1968.

SPACKMAN, D.H,; STEIN, W.H. and MOORE, S. - Automation recording
apparatus for use in the chromatography of aminocacids. Analyt.

Chem., 30, 1190-1196, 1958.



85

SJUQUIST, J.: FORSGR;N, A.; GUSTAFSON, G.T. and STALENHEIM, G.
- In Novel Symposium: Gammaglobulin structure and control of

biosynthesis, p.341, John Wiley, and Sons, New York, 1968.

UTSUMI, S. - Stepwise cleavage of rabbit immunoglobulin G by
papain and isolation of four types of biologically active Fc

fragments. Biochem. J., 112:343-355, 1969.

TERRY, W.D. - Skin-sensitizing activity related to v-polypeptide
chain characteristics of human IgG. J.Immunol., 95(6}: 1041~

1047, 1965.

WEIGERT, M.; GATMAITAN, L.; LOH, E.; SCHILLING, J. and HOOD, L.
- Rearrangement of genetic information may produce immuno~

globulin diversity. Nature, 276:785-795, 1978,

WEILER, E., - Differential activity of allelic globulin genes 1in
antibody-producing cells. Proc. Natn. Acad. Sci., USA, 54:
1765-1772, 1965.



86

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS COMPLEMENTARES

DITTEBRANDT, M. - Application of the weich selbaum Biuret Reagent
to the determination of Spinal fluid protein. Am. J. Clin.
Path., 18:439-443, 1948.

e S ) ) |

FREUND, J. - The mode of action of immunologic adjuvants. Adv.

Tuber. Res., 7:130-132, 1965.

MACKENZIE, M.R.; WARNER, M.R. and MITCHELL, G.F. - The binding
of murine immunoglobulins to staphylococcal protein A. J.

Immunol., 120:1493-1496, 1978,

SANDBERG, A.L.; OLIVEIRA, B. and OSLER, A.G. - Two complement
interaction sites in Guinea-pig immuncglobuiins. J.Immunol.,

106:282-285, 1971.

SHAPIRO, A.L.; VINUELA, E. and MARZEL, Jr., J.V. - Molecular
weight estimation of polypeptide chains by electrophoresis
in SDS polyacrilamide gels. Biochem. biophys. Res. Comm.,

28(5):815-820, 1967.

WEBER, K. and OSBORN, M., - The reability of molecular weight
determination by dodecyl sulfate - polyacrylamide gel electro-

phoresis. J. bjol. Chem., 244(16):4406-4412, 1969.



