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RESUMO: Os autores determinaram, através de andlise eletroforética,
as concentracdes de diferentes proteinas séricas em cavalos produto-
res de plasma hiperimunes antitdxicos e antipeconhentos. Os valores
obtidos através da eletroforese em suporte de acetato de celulose (Cel-
logel®) sugerem a existéncia de 11 fracdes protéicas: Albumina, globu-
linas alfa 1a e 1b, alfa 2a, 2b e 2c, beta 1, 2ae 2begama 1 e 2. O
objetivo destas observacdes foi o de tracar um perfil eletroforético de
referéncia para ser utilizado como critéric de avaliacdo da pureza dos
soros heterélogos finais para o uso terapéutico humano.

UNITERMOS: Eletroforese, soro hiperimune, albumina, globulinas alfa,
beta e gama.

INTRODUCAOQ

A eletroforese em suporte de acetato de celulose é aceita como um método
eficiente para a separacdo de proteinas plasmaticas identificando as diversas fra-
cBes separadas por suas cargas?. Todavia as racas, as alimentacfes e 0s habi-
tats diferentes sob 0s quais 0s animais estdo submetidos, acrescidos, ainda, da
arbitrariedade do operador na separacdo das fracfes, de acordo com a sua
experiéncia?, os eletroforetogramas podem exibir diversidades de tal ordem que
impossibilitam a obtencdo de um perfil eletroforético de referéncia®.
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O objetivo deste trabalho € o de demonstrar a possibilidade de obtencdo de
perfis eletroforéticos de referéncia, pela técnica proposta, segundo as condices
de utilizacdo e manutencdo dos animais em cada estabelecimento produtor de
soros hiperimunes de origem equina. A comparacdo dos resultados tracados an-
tes e apos as hiperimunizacdes oferecera 0s requisitos necessarios as avaliacoes,
sejam da pureza dos soros, bem como da adequacdo da técnica empregada du-
rante o processo de purificacdo dos respectivos plasmas.

A eletroforese em suporte de acetato de celulose, empregando os soros de
cavalos antes do inicio das hiperimunizacdes, podera servir como meio de sele-
cdo de animais bons produtores de anticorpos, refugando aqueles eventualmen-
te portadores de agamaglobulinemia ou hipogamaglobulinemia’.

MATERIAL E METODOS

1. Cavalos e amostragem:
Grupo A — animais soro-produtores, sem raca definida (SRD), pesando em
media 400 kg, clinicamente sadios e submetidos a periodos de hiperimunizacio
por mais de um ano e menos do que dois anos, assim discriminados:
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Grupo B — animais semelhantes aos anteriores, ndo soro-produtores (Normais)
— 9 amostras.

2. Sangrias e obtencdo dos soros: Grupos A e B — o sangue foi obtido por
puncdo da veia jugular, extraindo-se 20ml com seringas e agulhas esterilizadas.
Os soros foram separados apés a coagulacdo em camara fria a 4°C.

3. Eletroforese

3.1 Aplicacdo da amostra: em cada fita de acetato de celulose (Cellogel®), de
2,5x17,0 cm, foram aplicadas 3 amostras em volume de 5ul por amostra.

3.2. Corrida eletroforética: as fitas foram submetidas a tensdo de 200 volts
por 35 minutos, em tampéo barbital sédico *0,05M co 10mM de EDTA*, a pH
8.6.

3.3. Coloracgdo e descoloracdo: a coloracéo foi feita pelo corante de negro amido
10B+ solubilizado na mistura metanol: dc. acético glacial: H,0, nas proporcdes
de 45:10:45, respectivamente. A descoloracdo foi conseguida por lavagem das
fitas em solugdo de metanol: ac. acético glacial: H,0 nas proporcdes de
47,5:5,0:47.5, respectivamente. Em seguida as fitas foram desidratadas em me-
tanol puro e transparentizadas em solugdo de metanol: 4c. acético glacial: glice-
rol, nas proporcées de 85:14:1, respectivamente. A secagem, executada sobre
placas de vidros em estufa a 37°C, foi obtida apds 10 a 15 minutos.

3.4 Leitura: executada em densitometro Zenite Z30 que revelou a existéncia
de 11 fragdes no perfil. As fracdes receberam nomenclatura de acordo com a mi-
gracdo eletroforética desde a mais até a menos eletronegativa.

amostras

FF

Fr

¥ F

LW WD

Fr

4



STEPHANO, M. A.; GUIDOLIN, R.; DIAS DA SILVA, W.; HIGASHI, H. G. Padronizacdo eletroforética
de soros hiperimunes de cavalos. Bol. Biotecnol,, v. 2, p. 3-13, 1991

3.5. Célculos estatisticos: as mesmas fracfes protéicas observadas em soros
de cavalos pertencentes ao mesmo servico de hiperimunizagdo tiveram suas me-
dias e desvios padrdes calculados, tanto em ndmeros percentuais, indicados pe-
lo densitdmetro como em numero absoluto obtido pela determinacdo da
concentracdo de proteinas totais do soro, pelo método de biureto®, modulados
a partir dos nimeros percentuais.

RESULTADOS E CONCLUSAO

De acordo com o especificado em material e métodaos, as 11 fracfes reveladas
nos perfis eletroforéticos foram denominadas: albumina (ALB), alfa 1a, 1b, 2a,
?b e 2¢, beta 1, 2a e 2b e gama 1 e 2 globulinas (FIG. ).

Os resultados referentes ao soro normal de cavalos, concentrados na TABL.,
demonstram um desnivelamento dos valores, e, de certo modo, tambeém na no-
menclatura empregada por autores em trabalhos publicados anteriormente. Es-
sas diferencas sdo devidas, principalmente, as racas, as alimentacdes e aos habitats
ndo uniformes aos quais os animais estdo submetidos. Ainda, neste particular,
deve ser levada em conta a capacidade de resolucdo dos densitémetros utiliza-
dos nas leituras.

Das TABs. 2 e 3, que mostram as médias e os desvios padrées das fracdes
em numeros percentuais, bem como 0s mesmos parametros da concentracio
total de proteinas, como também de cada fracdo em numeros absolutos e ainda
o quociente ALB/globulina, respectivamente, deduz-se que: os dados sobre o0s
soros antiofidicos e antiaracnidicos, expressos em graficos, quando comparados
com aqueles obtidos com o soro normal, apresentam a maioria das fracdes glo-
bulinicas aumentadas, entre as quais 0 aumento é mais significativo na fracdo
gama 2, enguanto a fracdo albumina e alfa 1a estdo diminuidas (FIGs. 2 e 3).
Por outro lado, o quociente ALB/globulina aparece menor do que no soro normal,
condicdes estas que demonstram uma resposta imunitaria positiva ac estimulo
antigénico'. No que se refere aos cavalos produtores de soros antitéxicos, os re-
sultados comparados com o soro normal mostram que a maior parte das fracdes
globulinicas estdo elevadas, enquanto as concentragdes das globulinas alfa 1a,
gama 1 e gama 2 ndo estdo significativamente diferentes. No entanto, nos soros
dos cavalos produtores de antitoxina tetdnica ou diftérica, observa-se um aumento
acentuado da fracdo beta 2b, responsavel pelo baixo quociente ALB/globulina.
Weir e Porter'%observaram este aumento das betas globulinas em cavalos imu-
nizados com anatoxinas ou toxinas bacterianas, tal observacdo é em decorréncia
do aumento de uma subclasse de imunoglobulina denominada IgGI(T). Pelas ex-
periéncias, agora realizadas, verifica-se que é a fracdo beta 2b que se encontra
aumentada (FIG. V).

Frente aos resultados encontrados nestas experiéncias, parece ser licito con-
cluir que:

1 — a pureza e o rendimento satisfatorios do soro heterdlogo final pronto para
uso terapéutico estdo diretamente relacionados as presencas das fracdes beta
2b, gama 1 e gama 2 globulinas.

2 — atécnica apresentada possibilita o diagnéstico de eventuais casos de aga-
maglobulinemia ou de hipogamaglobulinemia pois, nestas situacées, observa-se
auséncia de IgM e IgA (ambas com motilidade igual a gama 1) e também de IgG(T)
(motilidade igual a beta 2b) e de outras IgG (motilidade igual a gama 2) existente
em baixas concentractes (ao redor de 16mg/100ml) e, obviamente, auséncia de
atividade dos anticorpos especificos para o antigeno empregado em animais imu-
nizados. Devido a essa auséncia de atividade dos anticorpos ndo ha também a
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PERFIL ELETROFORETICO DOS DIVERSOS SERVICOS
DE PRODUCAO DE SOROS HIPERIMUNES
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1 — ALBUMINA 7 — beta 1 A = SORO NORMAL

2. —ralfa 1a 8 — beta 2a B = SORO ANTIOFIDICO

3 — alfa 1b 9 — beta 2b C = SORO ANTIARACNIDICO
4 — alfa 2a 10 — gama 1 D = SORO ANTITOXICO

5 — alfa 2b 11 — gama 2

6 — alfa 2¢
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diminuicdo do quociente ALB/globulina, ficando este quociente igual ou maior
do gque aos animais considerados normais.

ABSTRACT: By eletrophoresis analysis, the authors determined the con-
centracion of blood proteins fractions in antitoxin and antipoisonous of
horse hyperimmune sera. The value were getting by reading of the cel-
lulose acetate strips (Cellogel”) on densitometer, it suggest the existen-
ce of eleven proteins fractions: Albumin and globulins alpha (1a. 1b, 2a,
2b, and 2c), beta (1, 2a and 2b) and gamma (1 and 2). The main objec-
tive of this work was to gauge of eletrophoretic outline that it will be
able used as reference of purity of the heterologous sera for appiance
in human therapeutics.

KEYWORDS: Eletrophoresis, hyperimmune sera, albumin, globulins al-
pha, beta and gamma.

TABELA |

Comparacéo das fracdes protéicas em numeros percentuais (%) do soro de cavalo deter-
minado por varios autores.

A B G D E F G

ALBUMINA 49,2 39,6 43,0 45,4 41 30,0 | 43,37
ALFA ND ND ND ND 13,7 ND- ND
ALFA 1 1.6 16,9 ND ND ND 8,1 ND
ALFA 1a ND ND 22 4.0 ND ND 2,43
ALFA 1b ND ND 3.1 2,8 ND ND 1,76
ALFA 2 10,2 15,0 ND 1872 ND ND ND
ALFA 2a ND | ND | 128 | ND ND 37 | 259
ALFA 2b ND ND 5,6 ND ND 4,3 8,38
ALFA 2c ND ND ND ND ND 11,1 2,99
BETA ND 13,6 ND ND ND ND ND
BETA 1 14,1 ND 11,9 13,2 13,7 13,1 6,28
BETA 2 8,9 ND ND L7 7,7 10,9 ND i
BETA 2a ND ND Hib ND ND ND 4,10
BETA 2b ND ND 3,7 ND ND ND 4,32
GAMA 153 7 14,9 ND 13,7 13,7 18,8 ND
GAMA 1 ND ND 12,0 ND ND ND 7.31
GAMA 2 ND ND 2,0 ND ND ND 15,87

A = Mattheus et al. 1966 D = Massip & Fumiere, 1954

B = Kao et al. 1954 E = 0Osbaldiston, 1972

C = Bierer, 1969 F = Kristensen & Firth, 1977
ND = Ndo Determinado G = PRESENTE ESTUDO

10



STEPHANO, M. A.; GUIDOLIN, R.; DIAS DA SILVA, W.; HIGASHI, H. G. Padroniza¢do eletroforética
de soros hiperimunes de cavalos. Bol. Biotecnol., v. 2, p. 3-13, 1991

TABELA 2

FracGes protéicas dos diferentes servicos de producdo de soros

Hiperimunes em numeros percentuais (%)

ALBUMINA
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H — Soro Antiaracnidico
| — Soro Antitetanico
J — Soro Antidiftérico
L — SORO NORMAL
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TABELA 3

FracHes protéicas dos diferentes servicos de producdo de soros
hiperimunes em numeros absoclutos (g/dl)
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GAMA 1 1,1910,96 10,96 [ 1,03|1,0210,78(0,96|1,30|0,86|0,84|0,72
+i—|+l—=|+/—|+I=|+I=|+]/—= |+ = |+I[=|+][—=|+]—|+]—
0,24 | 0,25 0,189 0,37 | 018 | 0,23 10,30 10,35 | 0,18 10,21 1.0,19

GAMA 2 3,1912,60|3,41(2,9412,5912,90|2,28|2,21|2,03|2,36| 1,54
+]—|+f—=|+I=|F+I=|F+I=|F+I=|+I=|+]—=|F+/=|+]—=|+]—
0,5210,46|0,80|0,45|0,42)|0,68 |0,46|0,47|0,62|0,85|0,25

ALB/glob. 0,23]0,27(10,25(0,34|0,35|0,44 10,42 0,46 |0,27 |0,27 | 0,76

A — Soro Anticrotalico G — Soro Antiloxocélico
B — Soro Antibotrépico H — Soro Antiaracnidico
C — Soro Antibot.-crot. | — Soro Antitetanico

D — Soro Antilaguético J — Soro Antidiftérico

E — Soro Antielapidico L — SORO NORMAL

F — Soro Antiescorpifinico PTNS — Proteinas
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