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ABSTRACT 

The-present work verifies the stability of a CNBr-Sapharose 
4B product (Pharmacia) stored at our laboratory one')%ear 
after its expiry date in view of its application as solid 
phase antibodies in the development ofan immunoradíometric 
assay for measurement of serum human próinsulin (hPI). From 
rabbit IgG antiserum preViously purified'and concentrated by 
ultrafiltration (Publication IPEN 294, 1990) the antibodies 
were isolated by affinity chromatography. Sheep antiserum 
anti-rabbit IgG were cou01-éd-Ib7dYanogen bro6ide activated 
Sepharose 45 and the rabbit IgG which were bouhd to the - 
immunosorbent could be obtained by elution with stewise pH 
gradient from pH 7.0 to pH 2.5. The couplying efficiency of 
the sheep antiserum to this solid phase material was 97%. The 
elution-profil'e ot,tained shows identity of the satple related 
to the antiserum anti-rabbit IgC by affinity chromatography. 
These results suggest that this CNBr-Sepharose-4B lot can be 
used satisfactorily to attach antibodies for use in tH two-
site immunoradiometric assay.. 

itirRocogÂo 

0 acoplamento de anticorpos especificos a um sistema de fase sólida 
essencial ao desenvolvimento de urn ensaio imunorradiométrico sensivel e 
especifico para dosagem de antigenos. 

Esta técnica envolve a ligação covalente do anticorpo monoclonal a um 
suporte sólido insolOvel para adsorção a um epitopo de um determinado 
antigeno. Os suportes solidos que tem sido usados incluem pcliestireno 
p-aminobenzyl-celulose (1), celulose (2), derivados do dextran como Sephadex 
G-25 (3) e Sepharose (4). Os suportes sólidos devem ser quimica e meca-

nicamenteestáveis, apresentarem boas caracteristicas de fluxo, serem inertes 
(para minimizar a adsorção inespecífica), serem prOntamente ativados para 
acoplamento do anticorpo, terem uma alta capacidade e permitir uma alta re- 
cuperação. 
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O presente trabalho descreve o estudo da estabilidade de um lote de 
CNBr-Sepharose 4B (Pharmacia) estocado em nosso laboratório com validade 
vencida por mais de um ano visando sua aplicação como matriz sólida para 
o desenvolvimento de um ensaio imunorradiométrico para determinação de 
proinsulinemia humana. 

MATERIAIS E MÉTODOS 

A partir de IgG de coelho previamente purificada e concentrada por 
ultrafiltração (5) procedeu-se ao isolamento dos anticorpos por cromatografia 
por imunoafinidade em CNBr-Sepharose 4B envolvendo acoplamento de um antissoro 
de carneiro anti-IgG de coelho (6) e subsequente eluição da IgG de coelho em 
múltiplas etapas. 

Acoplamento de antissoro de carneiro anti-IgG de coelho a matriz sólida 

0 procedimento de acoplamento de anticorpos a Sepharose 4B ativada por 
CNBr (2 mg por g de imunoadsorvente) foi realizado segundo protocolo descrito 
pelo laboratório NETRIA (North East Thames Region Immunoassay Unit, Londres, 
Inglaterra) (7). _ 

O gel (1 g) foi pesado em um bequer, entumescido com ácido clorídrico 
0.001 M (30 ml) por 15 minutos e então transferido a um funil de porcelana de 
vidro sinterizado (porosidade G3) ajustado a um frasco de Buchner e lavado com 
HC1 0.001 M (200 mL). 0 excesso de HC1 0.001 M foi removido do gel sob vácuo 
e o gel transferido a uma solução de IgG de carneiro anti-IgG de coelho (2 mg 
em 4 ml de bicarbonato de sódio 0,1 M, pH 8,3) e misturado por agitação lenta 
em um rotador de tubos (15 rpm), durante 2 dias a 4 ° C. 

A matriz sólida foi centrifugada a 2000g, durante 15 minutos a 
temperatura ambiente e o sobrenadante separado para controle do rendimento do 
acoplamento da IgG ao gel através da diferença da leitura espectrofotométrica 
(A = 280 nm) antes e após o acoplamento. 

0.s grupas ativos  remanescentes no imunoadsorvente foram bloqueados por 
reação com lrisHC1 0,1 M pH 8,0, a 4 °C, durante 16 hs. Proteínas 
inespecíficas adsorvidas ao gel foram removidas por 3 ciclos alternados de 
lavagem com tampão bicarbonato  de sódio 0,1 M, pH 8,3 (300 ml) 	tampão 
acetato 0,1 M, pH 4,0 (300 ml). Em seguida, a IgG de carneiro acoplada a 
CNBr-Sepharose 4E foi lavada e armazenada a 4 °C em tampão fosfato 0,05 M (4 
ml) contendo thimerosal (0,01%) até seu uso. 

Isolamento de anticorpos específicos 

IgG de coelho foi adsorvido ao imunoadsorvente no período de 1 a 2 dias 
e subsequentemente eluido em múltiplas etapas. Este método de eluição baseia-
se na obtenção de IqG de coelho específicos por lavagem do conjugado 
anticorpo-imunoadsorvente em uma coluna (0.9 x 16 cm, Pharmacia) coni solução 
salina 0,9% e entao eluição por reduçL sucessiva do pH de tampão de eluição 
de 7.0 a 2,0 er, oresença de acetonitrila 20% a 6 ml/h. Frações de 2,0 ml foram 
coletadas e o perfil de eluição foi monitorado espectrofotometricamente a 280 
nm. 
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RESULTADOS 

Obteve-se uma eficiéncia de acoplamento da IgG de carneiro a CNBr-
Separose 4B, monitorada espectrofotometricamente, de 97%. 0 perfil de 
eluicho da IgG de coelho apresentado na Figura 1 revela que o material 
apresentou identidade frente ao antissoro anti-IgG de coelho pelo método de 
cromatografia por imunoafinidade. Estes resultados sugerem que a CNBr-
Sepharose 4B empregada estAvel e pode ser utilizada em acoplamento de 
anticorpos a matriz sólida para uso nos ensaios imunorradiométricos. 
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FIG. 1 - PERFIL DE ELUIÓ40 00 ANTICORPO APÓS CROMATOGRA-
F IA EM CNBr - SEPHAROSE 4B DA IgG DE COELHO. 

0 PRINCIPAL PICO DO ANTICORPO PURIFICADO t ELUI-

DO EM pH 3.0. 

CONCLUSÃO 

Os resultados obtidos neste trabalho sugerem que o produto comercial 
CNBr-Sepharose 4B disponivel nos nossos laborat6rios, com validade vencida 
por mais de um ano, preenche os requisitosnecessArios para uma boa eficiéncia 
de seu acoplamento. Assim sendo, anticorpos monoclonais de captura tém sido 
acoplados a esta matriz sólida para uso no desenvolvimento de um ensaio 
imunorradiométrico especifico para dosagem de Oroinsulinemia humana. 
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