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ABREVIATURAS

EDTA.~ Etilenodiamino~-tetracetato

CM-celulose - Carboxi-metil celulose

DEAE-celulose ~ dietil-amino-etil-celulose

I{H) - fragmento inibidor obtido pela digestidd da SAH
frente a Catepsina D de coelho

SAB - Soro albumina bovina

SAE - Soro albumina equina

SAH - Soro albumina humana

Fracao Albumina (alb.) 75% - Fragao obtida por precipi
tacao de soro humano total com sulfato de amd-

nio a 75% de saturacio.



INTRODUCAO

A albumina humana &€ uma holoproteina de
P.M. 66.248,3 (BEHRENS, SPIEKERMAN and BROWN, 1975 )
sendo um dos componentes do plasma que tem sido lar-
gamente estudado existindo sobre ela numerosas revi-
soes (PUTNAM, 1965; JANATOVA, 1974; PETERS, 1975). A
despeito do.actmulo de conhecimentos sobre suas pro-
priedades fisico-quimicas, incluindo sua  estrutura
primaria (BEHRENS, SPIEKERMAN and BROWN, 1975), nao
foi possivel ate o presente, encontrar-se um método
de purificagao que pudesse ser utilizado pela maio-
ria dos laborat8rios medianamente equipados, justifi
cando assim os esforgos recenﬁes (PETERS, TANIUCHI
and ANFINSEN, 1973; WICHMAN and ANDERSON, 1974
SCHNEIDER et al., 1975) no sentido do estabelecimen-
to de novos metodos de purificacdo.

Baseado numa das caracteristicas da albumina,
como protezina solllvel em Adgua, um dos primeiros méto
dos propostos para seu isolamento, foi atraves de
dialise contra agua (DENIS, 1840). Sabemos atualmen-
te que outras proteinas tais como as pseudoglobuli-
nas, também apresentam essas ca%acteristicas, o que
torna esse método impraticavel para a obtencac . de

fracoes puras.



A precipitagao de proteinas por 'salting-out' tem
sido largamente utilizada com vantagens para separacao
de algumas proteinas. Nestes processos se utiliza prin-
cipalmente sulfato de amonio por ser este sal altamen-
te solGvel em dgua e permitir a obtengao de solugoes de
forga ionica elevada. Pode-se precipitar preferencialw
méhte uma determinada proteina presente em uma mistura,
controlando-se a forga ionica da solugdo, podendo ~ o
sal ser retirado por uma simples dialise. As proteinas
isoladas por esse método aparenfemente mantém sua con~
formagao nativa porquanto PETERSON e SOBER em 1961 veri
ficaram que nao ocorrem variagdes cromatograficas no
com?ﬁrtamento de proteinas do soro humano apos tratamen
to com sulfato de amonio, apresentando-se as fracoes e-
luidas no cromatograma na mesma posicao que as do soro
nao tratado,.

0 sulfato de amonio tem sido utilizado para a
obtencao de albuminas de varias espécies animais poden-
do em alguns casos obter-se um produto cristalizado. No
caso de albumina equina, ADAIR e ROBINSON (1930) mostra
ram que esta proteina cristaliza facilmente na presenca
de sulfato de amoneo a 50% de saturacgdo, ajustando-se o
pH para 4,9 com dcido acético. O produto obtido nas pri
meiras cristalizacoes contém ainda uma percentagen de
contaminantes provavelmente adsorvidos a superficie dos

cristais. Utilizando cristalizacoes sucessivas € possi-



vel obter-se um produto considerado puro do ponto de
vista imunoquimico. Experiéncias no nosso  laboratdrio
mostraram que em cada recristalizagao obtém-se apenas
50% da albumina presente em solugdo. Como sao necessa-
rias 5 recristalizacgoes para obtengao de um produto imu
noquimicamente puro, ¢ rendimento final € da ordem de
6%.

A albumina bovina nao cristaliza nestas condi-
coes e a albumina humana cristalizarsomente na presenca
de sulfato de amonio a 75% de saturagdo, pH 4,9 com
H,S0, 0,IN (KENDALL, 1941) porém o processo requer pe-
riodos longos para cristalizacido e o rendimento‘é bai~-
xissimo.

Segundo COHN, HUGUES e WEARE(1947) as diferen-
¢as nos aspectos de cristalizacao das diferentes espé-
cies de albumina estariam relacionadas com diferencas na
estrutura polipeptidica das albuminas ou quantidade de
l1ipidios e carboidratos presentes, existindo indicagoes
que os adcidos graxos na molécula facilitam a cristaliza
cdo (KENDALL, 1941),

COHN et al,, (1946, 1947} padronizaram condi-
goes para a cristalizagao de albumina humana a  partir
de solugoes concentradas desta proteina. Este método que
utiliza etanol como agente precipitante requer controle
rigido da concentracao proteica, da forca idnica, do pH,

da quantidade de etanol e da temperatura. Esse {ltimo pa



rametro € extremamente critico, devendo as misturas servr
processadas a -5°C + 0,1 proximo ao ponto de congelagio
a fim de evitar o efeito desnaturante do alcool. Este m
todo industrial para a obtencac de albumina dificilmen-
te pode ser utilizado num laboratdrio medianamente equi
pado em razao do alto custo operacional representado pe
lo equipamento necessario ao controle da:temperaturaidql
tro dos limites propostos durante todo o processamento.
Ademais, cristalizagao ndo € um critério de pureza ja
que eventualmente sdo arrastadas outras proteinas no
processo. Essas proteinas adsorvem-se a superficie dos
cristais podendo continuar contaminando esses cristais,
a despeito de sucessivas recristalizacgles.

Tendo em vista essas dificuldades, LEVINE (1954)
e SCHWERT (1957) propuseram o uso do acido tricloroacé-
tico para precipitacao de albumina, sendo posteriormen-
te extraido pelo etanol. Porém o emprego de precipitan-
tes acidos requer rigorosos controles, devido 3 microhe
terogeneidade das moléculas de albumina. Essa microhe-
terogeneidade tem sido explicada por FOSTER (1960) .ad-
mitindo que em pH 2 a 4 ocorre a expansao da molécula
com exposicao de regides hidrofobicas diminuindo sua sgo
lubilidade em agua e tornando-a mais soldvel em dcido a
cético e etanol. Essa transigao N-F (normal para "fast-
migrating") € parcialmente reversivel, contudo o trata-

mento de albumina, mesmo em condicoes brandas com 4aci-



dos fortes ou alcoois leva a alteracdes praticamente irre
versiveis da molécula, Por esta razio métodos que utili-
zam trétamentos dristicos como o proposto por - PETERS,
TANIUCHI and ANFINSEN (1973) devem ser evitados. Este me-
todo, que s¢ baseia na propriedade que a albumina tem de
ligar-se a dcidos graxos, consiste essencialmente em uma
cromatografia de afinidade utilizando-se residuos -apola
res conjugados a um suporte insoliuvel, seguido de eluicao
com 50% de alcool-acido-acético em pH 3,0, .
Também baseado na afinidade cromatogréfica o me-
todo de WICHMAN e ANDERSON (1974) embora nao utilize con-
digoes drasticas como o de PETERS, TANIUCHI e - ANFINSEN
(1973), realiza a eluigdo com caprilato de sddio que pos-
sul grande afinidade pela albumina, Este reagente & utili
zado no método de COHN para proteger a albuminz de desna-
turagao, quando a fragdo V & aquecida a 60°C, por 10 ho-
ras, para inativar o vIrus da hepatite, SCHNEIDER et aL,
em 1975, descrevem um método onde utilizam este reagente
para protegér a albumina durante o aquecimento do SOTO
ate 68°C, para precipitar as outras proteinas do soro. Ao
sobrenadante & adicionado polyetilenoglycol sendo obtida
uma fracgao cgncentrada de albumina humana. A despeitoc da
simplicidade do método, a ligacio da albumina ao caprila-
to de sodio mostra-se irreversivel, funcionando o mesmo
como hapteno, alterando a imunoreatividade da molécula na
tiva, como demonstram os trabalhos de GOLDE, MC GINISS e

HOLLAND (1971).



0 conjunto das informacgdes disponiveis mostra
que a obtencao de albumina humana pura em laboratorios me
dianamente equipados ainda constitui um problema nao re-
solvido. Por esta razido procuramés verificar no presente
trabalho a possibilidade de obter uma albumina imunoquimi
camente pura, utilizando uma metodologia disponfvel) na

maior parte dos laboratérios de pesquisa.



MATERIAL E METODOS

REAGENTES: Os reagehtes usados tem a especificacio de qui
micamente puros. A acetona foi redestilada a 56°C no labo
ratdrio. 0 &ter livre de perdxido foi obtido por lavagens
sucessivas com solucfo saturada de sulfato ferrosc e con-
servando a -20°C, Solu¢des saturadas de sulfato de amdnio
foram tratadas com carvido ativado, filtradas, ~adicionado
EDTA e cristalizadas. Os cristais foram lavados em agua
deionizada gelada e posteriormente dissolvidos de modo a
preparar solugoes saturadas, A partir desses o material.
era recristalizado duas vezes antes do uso.,

| As solugoes tampdao foram preparadas segundo as

indicagoes de GOMORI (1955),

OBTENCAO DE SORO HUMANO: Sangue humano, imprdprio para
transfusoes por apresentar reacdes positivas para doencga
de Chagas e sifilis, colhido asseticamente en anticoagu -
lante, foi cedido pelo Banco de Sangue da Santa (Casa de
Campinas. Estes sangues eram centrifugados a 700g duran-
te 20 min. para separagao de hemacias e o plasma obtido
de diferentes doadores era misturado e guardado em conge
lador a ~20°C. O fibrinogenio desses plasmas foi retirado
por descongelamento lento e centrifugagdo a 4800g durante
30 min. Essa etapa fol repetida quatro vezes e o - soro

guardado em congelador até o momento de uso.



IMUNE—SOROS: Para obtencao de soros anti-albumina humana,
seis coelhos foram imunizados com albumina humana
"Bhering”, segundo o seguinte esquema de imunizagao: 12
dose, subcutanea no dorso, 10 mg/ml de proteina (1 ml ),
com adjuvante de Freund completo; 30 dias apés, 22 dose
com 10 mg/ml subcutanea no dorso com adjuvante de Freund
completo. Apés 11 dias, 32 dose, intraperitonial com
10 mg de antigeno puro. No dia seguinte foi iniciada uma
série de inoculacoes endovenosas (veia marginal da ore-
lha) realizadas a cada 2 dias com 1 ml do antigeno preci
pitado pelo alumen. (KABAT e MAYER, 1964) contendo as se-
guintes concentragéés de protéina: 12 semana 1 mg/ml; 22
semana 2 mg/ml, 32 semana & mg/ml.

Para obtengac de soros anti-soro humano total, 3
coelhos foram imunizados segundo o seguinte esquema: an
tigeno dissolvido em salina (10 mg/ml), misturado a igual
volume de adjuvante de Freund completo, sendo inoculado
1 mil da mistura em cada pata posterior, proximo zos lin-
fonodos. A 22 dose. 15 dias apds, foi de 0.5 ml da mes-
ma mistura em cada um dos 4 pOﬁtbs no dorso por via sub
cutanea. Apos 35 dias foi injetado por via intraperito-
nial, 20 mg do antigeno puroc em NaCl 0.15 M. Apds 24 ho-
ras, iniciou-se inoculagao por via endovenosa do antige-
no precipitado pelo alumen com doses crescentes de 1,2 e
3 mg/ml 3 vezes semanalmente. Os animais foram sangrados

até 7 dias apds a Ultima injecédo.



OBTENCAO DA FRACAO ALBUMINA: Com o objetivo de obter uma
fracgao rica em albumina, foram realizadas varias experi-
Sncias de precipitagao do soro humano com solugao de sul
fato de amoneo, procurando-se obter a fracao precipita -
vel entre 50 e 75% de saturacgac, seguindo-se as indica-
coes de KABAT e MAYER (1964): a um volume de soro, foi
adicionado igual quantidade de agua destilada e lentamen
te, gota a gota, sob agitacao, dois volumes da solugdo
saturada de sulfato de amonio a pH 7,0. A precipitacdo foi
realizada em banho de gelo. A mistura permaneceu 30 min.
em repouso e a segulr foi centrifugada a 700 g durante
30 min. O precipitado obtido a 50% de saturagéofcontendo
globulinas, foi isolado. A quantidade de sal s6lido necessa
ria para atingir 75% de saturacao foi calculadé e adicio
nada ao sobrenadante, lentamente. Apoés 30 min. a mistu-
ra foi centrifugada a 3 020g no sistema de fluxo conti -
nuo. O precipitado obtido foi dialisado e a seguir liofi

lizado.

IMUNODIFUSAO: As condic¢des de imunodifusio em agar segui

ram as recomendagoes descritas por OUCHTERLONY (1967).

ELETROFORESE E IMUNOELETROFORESE: A eletroforese foi rea
lizada utilizando-se tampao veronal pH 8.6.

A eletroforese em acetato de celulose foi reali-
zada com tampzao 0,05M utilizando 2mA por fita durante

45 min.
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As experiéncias de imunoeletroforese em gel de
agar foram realizadas utilizando-se na cuba o mesmo tam-
pao 2 vezes mais concentrado e um gradiente de potencial
de 4V/cm por 90 min.

Para imunoeletroforese bidimensional em agarose
a 1% foram seguidas as recomendacoes de AXELSEN, KROLL e WEEKE (1973
utilizando-se na 12 dimensio um gradiente de 7 V/cm du-
rante 90 min, e na 22 2 V/cm durante 15 h. A seguir as
1aminas foram tratadas segundo os procedimentos descritos

por CLARKE ( 1971).

DOSAGEM DE PROTEINAS: O teor de proteinas foi determina-
do utilizando o reativo do biureto segundo WEICHSELBAUM
(1946) e pela absorbancia nos comprimentos de ohda de
280 nm em espectrofotometro Zeiss PMQ IT1, wutilizando-se

cubas de quartzo com 1 c¢m de caminho 6tico.

CROMATOGRAFIA: Cromatografias em resinas de troca ioni-
ca, di-etil-amino-etil celulose e ca}boximetil~celulosa
foram realizadas segundo as instrucgodes de SOBER e PETER-
SON (1958). As fracoes obtidas por cromatografia, gquando
necessirio foram dialisadas contra agua destilada e lio-

filizadas,

CATEPSINA D DE BACOS DE COELHOS: A catepsina D de bacgo

de coelho foi obtida e dosada segundo o método descrito
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por DAWOOD (1973).

DIGESTAQ DA SORO ALBUMINA HUMANA E OBTENCAC DO FRAGMEN=-
TO INIBIDOR I(H): A digestao de SAH foi realizada segun-
do a técnica descrita por LAPRESLE (1955) e o fragnmento
"I(H) obtido a partir dos digestos de SAH pela catepsim D,
seguindo-se as instrugoes fornecidas por LAPRESLE et

WEBB (1960).

- REACOES DE HEMAGLUTINACAO PASSIVA: Hemacias de carneiro
taninizadas foram preparadas segundo as recomendacdes de
BOYDEN (1951) e sensibilizadas com 100 pg de proteina pa
ra cada ml de supensao a 2,5% segundo BORDUAS and GRABAR
{1953). As leituras féram feitas 2 e 12 horas apds incu-
bacao da mistura e os titulos foram exXpressos pelo inver

so da maior diluigcao apresentando reacgao positiva.



RESULTADOS

1. OBTENCAO DA FRAGAO ALBUMINA 75%

Com o objetivo de se obter uma fracdao rica

-] -

ChH

albumina, varias experiéncias de precipitacao do soro hu

mano com sulfato de amonio foram realizadas, como & mos-

trado na tabela I, onde se verificou ser possivel a ob-

tengao de uma fracgdo contendo em torno de 80% de albumi-

na com um rendimento geral médio de 70%. O contelido de

albumina foi calculado por densitometria do eletrofero-

grama do soro e da fragao enriquecida.

TABELA I - Experiencias realizadas para obtengdo da fra-

¢ao alb.75%.

SORO HUMANO

FRACAO ALBUMINA 7534

Volume Concentragao Conteudo Proteinas Contelido Rendimen -

(ml) proteica de albu- totails de albu~ to final

(mg/ml) mina (%) (g mina (%) (%)

160 63 43 3,6 83 69

320 52 42 65,1 73 63

650 75 40 14,0 85 63

450 47 43 9,0 74 77
1650 50 50 36,0 84 73
1450 60 42 34,0 80 70
2000 66 48 50,0 87 68
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2. CROMATOGRAFIAS

Varias experiéncias foram realizadas com o obje -
tivo de se verificar a possibilidade de a partir da
fragdo alb.75% da experiéncia anterior, obter-se albu
mina imunoquimicamente pura, através de uma unica cro-

matografia de troca ionica.

'2.1. Cromatografias em DEAE-celulose.

Experieéncias com DEAE-celulose equiliﬁrado com
tampao fosfato de potassio a pH 7,0 em diferentes mola
ridades, em coluna de 2x30 cm, mostraram que quando se
utilizou o tampae com molaridade proxima a 0,25 M nao
havia fixagao da fragao albumina a coluna. Partindo de
uma molaridade inicial de 0,0IM e utilizando gradiente
linear de conceﬁtragﬁo {200 ml) com tampao final 0,25}
foram obtidas 3 fracces (fig. 1) que continham albumi-
na em mistura com outras proteinas. Utilizando-se um
tampao inicial de 0,05 M com um gradiente linear{200ml)
para 0,25 M, obteve-se a albumina distribuida em tres
diferentes fragoes, como pode ser visto na figura 2,
que se mostraram ccntaminadas com diferentes componen-

tes.
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A alteragao do volume utilizado no gradiente,
(o dobro do volume) para 400 ml, nao modificou sen-
sivelmente os resultados (fig. 3) quanto 3 pureza
das fracoes obtidas. Igualmente a variagdo de fluxo
entre 23 e 200 ml também nZo alterou signifidativa—

mente o0s resultados.
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Fig. 1 - Cromatografia da fracao alb. 75% em coluna 2x30 cm

de DEAE-celulose equilibrado com tampéo fosfato de potassio

0,01 M pH 7,0. Aplicados 12 ml de proteina a 66mg/ml. Apds

eluicao da fragao I e II, foi inmiciade no tubo 60 um  gra-
diente linear (200 ml) de tampao fosfato de potassio 0,25 M

pH 7,0. O fluxo foi de 20 ml/h.
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Fig. 2 - Cromatografia da fragac alb. 75% em coluna de
2x30 cm de DEAE-celulose equilibrado com tampao fosfato
de potassio 0,05 M pH 7.0. Foram aplicados 10 ml (63mg/ml)
de proteina e o fluxo foi de 100ml/h sendo coletados 5 mi
em cada tubo. No tubo 50, inicilou-se um gradiente linear

(200 mi) de tampao fosfato de potassio 0,25 M.
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250 . 500 750 1600
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Fig. 3 - Cromatografia da fracao alb. 75% em coluna de
2x30 cm de DEAE-celulose equilibrada com tampao fosfato
de potassio 0,01 M pH 7.,0. Foram aplicados 11 ml da fra-
¢ao concentrada em albumina (70 mg/ml). Fracdes foram co
letadas com um volume de 5 ml, iniciando-se no tubo 130G,
um gradiente linear para tampao fosfato de potassio
(400 m1) 0,05 M pH 7,0. Apds eluicdo das 3 fracoes teve
inicio um gradiente linear (200 ml) para tampdo fosfato

0,25 M sendo eluida a fracdo IV. O fluxo foi de 23 ml/h.
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2.2. Cromatografias em.CM-celulose:

Nao tendo sido obtida albumina humana pura, por
um Unico passo em cromatografia com DEAE-celulose, nas
condicoes descritas anteriormente, iniciou-se a'padro—
nizacao em CM-celulose. Para as experiencias descritas
a seguir foram utilizadas colunas de 2x30 cm equilibra
das com tampdo acido-acético~acetato com diferentes mo
laridades e pH variando entre 4,7 a 5,0.

As experiéncias em pH 4,7 mostréram que a tota-
lidade das proteinas permanece retida a coluna quando
se empregava a molaridade inicial de 0,005 M mesmo quan
do se utilizava um fluxo de 180 mi/h. Aplicando-se a
estas colunas um gradiente linear (100 ml) para -~ NaCl
0,25 M foram obtidas 4 fragoes (fig. 4) contendo albu-
-mina, porém essas fracOes apresentavam-se contaminadas
com Z ou 3 antigenos diferentes.

Utilizando-se colunas equilibradas com tampdo a-
cido-acético-acetato 0,05 M e mantendo-se um fluxo de
60 ml/h, verificou-se gue parte do material aplicado
nao era adsorvido 2 coluna. O restante do material que
ficou fixado & coluna foi eluido através do sistema
"stepwise' com porgﬁes de 150 ml de tampao nas seguin
tes molaridades: 0,10; 0,15 e 0,20 M; obtendo~se assim
mais tres diferentes fragoes (Fig. 5). A anéiige imung

eletroforetica das fragGes assim obtidas mostrou que
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a primeira ﬁm@éo-ﬂw contirha albumina imunoquimicamente
pura (fig. 7) enquanto que as demais fragdes continham
albumina contaminada com outros antigenos. Experién-
cias similares a anterior utilizando-se tampdo acido-
acetico-acetato a pH 5,0,-mostraram identicos resulta
dos.

O conjunto dos resultados obtidos mostrou que
era possivel obter-se albumina imunoquimicamente pura,
utilizando-se uma Unica cromatografia nas segulntes
condigoes; CM-celulose equilibrado com tampio Adcido-
acetico-acetato de sodio 0,05 M, pH 5,0. Diminuindrse

o fluxo de 60 para 15 ml/h, o material ficava retido 2

(O]

coluna e aumentando-se para 120 ml/h a albumina

eluida com contaminantes.
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Fig. 4 - Cromatografia da fragéo alb. 75% em coluna de
2%x30 cm de CM-celulose equilibrado com acetato de soédio
0,005 M pH 4,7. Foram aplicados 16 m1(85 mg/ml). sendo o
volume coletado pof tubo de 5 ml. No tubo 70 iniciou-se
um gradiente linear (200 ml) para NaCl 0,005 M. Apds
eluicao da fracdo II, teve infcio no tubo 90 um gradien-
te do mesmo volume de NaCl 0,05 M. Ao termino foi aplica

do um gradiente para NaCl 0,25 M. O fluxo foi de 180mi/f.
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Fig. 5 - Cromatografia da fragao al b. 75 % em CM-celulo
se equilibrado com tampao acetato de sodio 0,05 M pH 4.9.
Foram aplicados 22 ml (65 mg/ml) com um fluxo de 60ml/h.
Fragoes foram coletadas num volume de 3 ml por tubo. No
tubo 60 teve inicio "stepx@i;e” do mesmo tampao 0,10 M

(150 ml}). No tubo 120, 0,15 M e no tubo 160, 0,20 M.
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Os dados obtidos utilizando-se um acetato de
s0dio de determinada marca, rotulado como pro-andlise,
acham-se representados na tabela II, onde se pode ve-
rificar que em nenhuma das condicdes wutilizadas foi
possivel obter-se resultados homogeneos. Quando se u~
tilizou um acetato de sodio da mesma marca utilizada
na experiencia inicial, foi possivel obter resultados
reprodutiveis tanto em relacio 2a pureza, quanto ao

rendimento (tabela III).

TABELA II - Cromatografias da fragao alb.75% realiza-
das em colunas de CM-celulose equilibradas
com tampao acido-acético-acetato de  so-

dio 0,05M pH 5,0,

Quanti- Concen- Dimensoes Fluxo Rendi- Resultado do
dade de tracao da coluna mento controle imu
prot. _ noeletrofore
tico.,

(&) (mg/ml) (cm) (ml/h) (%)

7,2 87 5x40 300 8 pura

6,0 98 5x40 300 13 pura

9,0 98 5x406 500 40 contaminada
10,0 143 5x40 500 42 "

9,0 90 5x40 500 34 "

1,8 75 2x40 60 32 "

8,1 a2 5x40 300 10 "

2,4 80 2x40 60 i0 pura

1,6 64 2x4Q 60 27 contaminada

8,1 60 5x40 500 4] "
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Na tabela III pode-se verificar que os resul

tados obtidos mostraram-se homogeneos. O grafico des-

sas cromatografias & mostrado na figura 6. Controles e

letroforéticos mostram que a albumina humana pura foi

eluida, como pode ser visto na figura 7 por imunoele-

troforese bidimensional.

TABELA III - Cromatografias da fracdao alb. 75% reali-

zadas em colunas de CM-celulose equili -

bradas com tampao acido acético- acetato

de sodio 0,05 M pH 5,0, com um fluxo de

metade do volume da coluna por hora.

Quanti- Concen- Dimensoes Rendi- Controle

dade de tragao da coluna mento imunoele

prot. (mg/ml) (cm) (%) trefore--
(g) tico.
2,2 76 Z2x30 43 pura
1,7 60 2x30 42 "
2,1 " 66 2x30 44 "
1,6 52 2x30 42 "
2,1 66 2x30 46 "
8,0 80 5x40 46 "
1,9 60 2x30 41 "
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Fig. 6 - Cromatografia da frag3o concentrads em albumina,
em CM-celulose equilibrado em tampidoc acetato de s6dio
0,05 M pH 5,0. Foram aplicados 20 ml de proteina com

65 mg/ml, com um fluxo de 60 wl/h.
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Imunceletroforese bidimensional do soro huma
no total a 3 mg/ml.

Imunoeletroforese bidimensional da fragazo al
bumina purificada a 2 mg/ml. Imung-soro: so-
ro de coelho anti-soro humano total diluido

a 1;’10 .



3. DIGESTAO DE SORO ALBUMINA HUMANA PELA CATEPSINA D:

Com o objetivo de se verificar a possibilidade
de obtenc¢ao de fragmentos imunologicamente ativos, a
partir da albumina obtida em nosso laboratorio, parti-
das de 2 g de SAH foram submetidas a acado da catepsina
D conforme descrito em material e métodos. A  analise
dos digestos obtidos, através de eletroforese em agar
(fig. 8) e imunoeletroforese bidimensional (fig.9) mos
trou que a albumina obtida em nossas condigoes se com-
porta de maneira idéntica @ obtida comercialmente.

A HSA bem como o fragmento I(H)} dela obtido por
protedlise, testados quanto a sua atividade imunologi-
ca por hemaglutinagéo passiva, se comportam de maneira
identica respectivamente a HSA obtida comercialmente e

seu fragmento (tabela IV).



Perfil da densitometria da soro albumina hu
mana digerida.

Eletroforese da soro albumina humana digerida
Eletroforese da albumina humana purificada.

Concentragao proteica das fracgoes= 1l2mg/ml.
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TABELA IV - Titulos dos soros anti-SAH obtidos por hema

glutinacao passiva frente a hemacias sensi-

bilizadas com HSA ou I(H).

Soros Antigenos

HSA : I(H)
1 800 64
2 400 64
3 8000 1024
4 3200 256
5 8000 512
6 3000 1024
7 32000 1096

Controles negativos:

salina + hemacias sensibilizadas

soros + hemacias taninizadas.



DISCUSSAQ

A albumina do soro tem sido largamente utiliza-
da para o estudo de determinantes antigenicos proteicos,
por apresentar uma série de vantagens tais como: baixo
peso molecular, ser imunogenica em espécies diferentes e
representar aproximadamente 60% das proteinas do soro,
o que facilita sua obtencao. Vérios autores ( LAPRESLE,)

1955; PETERS, 1964; PORTER, 1957) tem estudado os frag-
-mentes obtidos atraves da protedlise. LAPRESLE (1955)
submetendo a SAH a acao da catepsina D, obteve um frag-
mento de PM 11.000, que foi denominado inibidor I(H)
por gue embora nao apresentasse atividade precipitante
frente ao anticorpo, era capaz de inibir a reagao entre
a SAH e anti-SAH. A digestdo triptica de I(H) permitiuo
isolamento de outro fragmento de PM 6 600(F1l), (LAPRES-
LE and WEBB, 1965) caracterizado como um determinante an
tigeénico pela purificacioe de anti-Fl1 que frente a SAH
nativa formam um complexo de formula AcAg mesmo em eXx-
cesso de anticor?o como revelado por ultracentrifugacao.

A estrutura da albumina & bem preservada no ini
bidor e no fragmento Fl, como & provado por sua capaci-
dade de reagir com anticorpos anti-SAH {LAPRESLE and

GOLDSTEIN, 1969; LAPRESLE and WEBB, 1960). A composigao

e a sequencia de amino-acidos de F1 da SAH, foi determi



nada por BELLON e LAPRESLE(1975) fornecendo dados  fundamentais
para a determinacao da sequéncia ?riméria e de modelos
de conformacao para a molécula nativa ( BEHRENS, SPIEKER-
MAN and BROWN, 1975j.

RANGEL{1965,1967) demonstrou a existéncia de
reacoes cruzadas entre os fragmentos obtidos de SAH,
SAB e SAE, comprovando que esses determinantes antige-
nicos sao semelhantes entre si, mas nao idénticos, ve-
rificando que o antigeno homdlogo desloca o heterdclogo.

O isolamento desses fragmentos de baixo peso
molecular, que reagem cruzadamente, permitiria a compa
ragao estreita entre esses determinantes antigénicos
ao nivel de sequencia de amino-acidos e conformagéo,
restringindo as desvantagens do estudo da moléecula na-
tiva onde varios determinantes estdo envolvidos,

Contudo, o desenvolvimento desses trabalhos em
nosso melo se defronta com o problema da.obtengéo de
albumina humana imunoguimicamente pura. Esta albumina
so pode ser adquirida através de importacao de empre-
sas internacionais, visto que nao existe um método de
laboratorio que permita sua preparacgao em laboratdrios
medianamente equipados. A escolha do método defronta-se
com a grande dificuldade representada pela complexida
de estrutural dos determinantes antigénicos dessas mo

léculas.
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Resultados obtidos com proteinas e peptideos cu
ja sequéncia de amino-acidos €& conhecida, tais como ACTH
{(DAYOFF and ECX, 1969), angiotensina {OKEN and BIER,
1968}, citocromo C (NISONOFF, REICHLIN and MARGOLIASH,
1970), bradicinina (SPRAGG et al., 1967}, gastrina
(MCGUIGAN, 1968), lisozima (ARNHEIM, SOBEL and CANFIELO,
1971), mioglobina (ATASSI and SINGAL, 1970), ribonuclea
se (PELICHOVA, SUZUKI, and CINADER, 1970), proteina do
virus do mosaico do tabaco do fumo (RAPAPPORT and ZAITLIN, 1970},
insulina (TOUBER et al.& 1970), hemoglobina (KRAUSS,1967)
e colageno (KETTMAN, BENJAMINI and MICHAELI, 1967), in-
dicam que a produgaoc de anticorpos em resposta a imuni—
zaCao por um antigeno proteico pode ser dirigida contra
um ou varios aspectos da proteina; isto & sua estrutura
primaria, secunddria, terciaria e quaternidria, tornando
se evidente a necessidade de manutencdo da estrutura na
tiva (BENJAMINI, MICHAELI and YOQUNG, 1972j.

Sendo de primordial importdancia a manutencdo de
estrutura e conformagzo semelhante & nativa no estabele
cimento de comparagoes entre a molécula e seus fragmen-
tos, torna-se necessiario rigoroso contrdle nos metodos
para obtengao dos mesmos. No presente trabalho utiliza-
mos na 12 etapa, para obtencaoc da fragao albumina, a
precipitacao do soro humano pelo sulfato de amoneo, ob-
tendo-se um rendimento de-70%. Contrdoles ,eletroforéti—'
cos nao revelaram diferencgas entre a albumina assim ob-

tida e a nao tratada.



A cromatografia de troca idnica & um dos princi
pais métodos de separagac das proteinas, sendoc as molé-
culas selecionadas por diferengés em seu comportamento
acido-basico. A resina empregada deve apresentar  alta
capacidade de ligagao, permitindo entretanto que a elui
cao se processe em condigoes brandas a fim de evitar al
teragoes de integridade da molécula (PETERSON and SOBER,
1956). Por este motivo, a cromatografia de troca ionica
foi por nds escolhida para a 22 etapa de purificacio de
albumina humana. |

Os dados obtidos no presente trabalho, utilizan
do DEAE-celulose equilibrado com tampzo fosfatd de po-
tassio com diferentes gradientes lineares de concentra-
cdo de 0,01 a 0,25 M, mostraram que a albumina € eluida
em 3 diferentes fracdes que contém também outros compo-
nentes. Resultados similares foram obtidos por SOBER e
PETERSON (1956, 1958) utilizando tampao fosfato de soO-
dio 0,005 M pH 7,0 e seis diferentes gradientes de haCl.

Baseado nesses dados, iniciamos experimentos em
CM-celulose e verificamos os varios parametros envolvi-
dos. Variamos o pH de 4,7 a 5,0 e a molaridade do tam-
pao acido-acético-acetato de 0,005 a 0,20 M. Os resulta
dos obtidos em CM-celulose mostraram que & possivel ob-
ter-se albumina humana pura do ponto de vista imunoqui-
mico em tampao acido-acetico-acetato 0,05 M pH 5,0. Conm

molaridade 0,005 M permanece retida a coluna e a 0,01 M



& eluida com contaminantes.

Alteragoes de fluxo mostfam diferentes resulta-
dos. A fracao obtida mostrou-se pura frente a antisoro
humano total obtido em coelho, apresentando apenas um
sistema precipltante na concentragéa de 20mg/ml. Nas varias croma
tografias realizadas nessas condigoes (tabela II) verifica-
ram-se alteragoes de rendimento e pureza do material dos
resultados, quando acetato de sddio de procedéncia dife
rente do original foi utilizado no preparo do tampao.
Variagées tao sutis indicam a necessidade extrema do
controle dé pureza dos reagentes empregados. Essa varia
cao poderia ser devida a presenca de diferentes ions.

| 0 presente ﬁétodo descrito- apresenta .vantagens
quando comparado aos ja existentes come o de KENDALL
(1941) onde o rendimento de albumina obtido € da ordenm
de 3%, sendo o nosso de aproximadamente 30% de albumina
total, calculado sobre a 12 ¢ 28 etapas do trabalno. Nao
sao adicionados estabilizantes 4 proteina como nos méto
dos de WICHMAN e ANDERSON (1974} ou o0 de SCHREIDSER et
al. (1975), nao havendo também variacoes bruscas de pH
como no método de PETERS, TANIUCHI e ANFINSEN (1973), ja
que sabemos que todos estes tratamentos alteram a imuno
reatividade da molécula.

Outra vantagem & a do aproveitamento de soro hu
mano dos bancos de sangue, o que facilita sobremaneira
a aquisicio de mateéria prima para a obtencao de albumi-

mina humana em laboratorio.
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RESUMO E CONCLUSOES

Experiencias foram realizadas con 0 sentido de
verificar a possibilidade de obtencdo de albumina huma-
na imunoquimicamente pura, utilizando-se uma metodolo-
gia disponivel em laboratdrio medianamente equipados. Fo
ram utilizados soros humanos obtidos a partir de sangue
rejeitado para servigos de transfusao por ser improprio
para uso humano por apresentar reagoes sorologicas posi
tivas para sifilis ou Doenca de Chagas. Estes soros fo-
ram fracionados por’éalting-oufre poxr cromatografia e a
pureza das fragoes foili testada por eletroforese em ace-

tato de celulose, imunceletroforese e imunceletroforese

cruzada.

Os resultados obtidos mostraram que:

1. O fracionamento com sulfato de amoneo permi-
tiu a obtencao de uma fracao enriquecida em albumina

(80%) com um rendimento médio de 70%.

2. Por cromatografia em CM-celulose em condigoes
controladas pode-se obter uma fracazo que de acordo com
os resultados dos testes de pureza utilizados, contem
apenas albumina com um rendimento global da ordem de a-

proximadamente 30%.

3. Experimentos de digestao da albumina obtida
com a catepsina D de coelho, mostraram resultados simi-
lares aos obtidos com albuminas humanas purificadas, ob

tidas comercialmente,
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