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A producgéd de a tpolictonais (@Abs) tem sido desgrande valia
cono i namos bi @ 6gicos emtest es ded ia g6 s ti o S -

Linked Immunosorbent Assay (KELISA) e inunf | use cé oRPrmadbrFe ma o
dest es ant i cor g8, noddéos bi olN\Qgi cos s & ai |z a d
hiperimnes, osqus devense plri i c ao sp a a enzimas
ouf l uor ¢ o (HARLOW,; LANE, 1988).

A preipdtag & @go deamdi o é ulma teEni @ anp Bbm e
paa rener proténas emsolgéda O mé od oé ba e
das protei nas emsolugdo coma agua at ra es de g
ficamepostos. @ ios de su Ifa b dequenos e altamente
carregados, assim, quando sdo a di d@noalhn aacheentra @o a ol
co npd an com as prote in a p agu ,removendo as nol &ul a s d
dapo t, @imirfuendo a solubilidade e resul ta ndoempred pit ga o Ag
irf | uem na conceitrggdo deqdas protein 3 ira op r e
posi ¢ao dos grupos pol aes opeso rol ecu lar da sp r o}
te nper at urara qual f oi f et a a P pontodepre ci ptada ¢a o
anticorpo varia entre as espé s. Ariticorgos de coelho podem ser precipitados com
sbuc & de sifato de 40%,6enguanto que anticorpos de camundongos
pre&pdtamomcaocen ra @e se 50%. da q a ma&oria dos componentes
do soro @& p eessavagi B ac¢ aminteé waidodis i n @i re
conentraci®s etdo FVode sdurag@oé um n +Vve | ca
maioria dos casos (HEBERT et al., 1973).

Sendo assim, 0 oleti o destetrabal ho i a bt COEpos
policlonais de coelho a partir de soro hiperimune para utilizac®d c om o0i n
bi ologi ersaioeimund 6 gi 0s

2 MATRAL EM HEO DS

Para a preip t & angoorpos,dumna sdu 80% satarada de sulfato
de am fon preparada: 112,2 g dewulfato de am @&i oe volume me
aproximadamente 250 mL de aguadest iladaf evert e. A el u cao
por 48 h para peciptacdo d ec rn s #&i de coelhs (500 mL) foi preparado
primiramnte at rav30émin de cerrdf ug 3.0@Ex g a 4 °C para retirada
de catab & i , ségsido da ad ¢do mlL desBis HC M (s bu @@o taUma m
parte do sobreredart e resultante é pre ipi tac a d (25 mL) foi
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vagxosamente adicionada ao $go, ©b agit agdo. Aps una ho =&
agtaxao astucdf ina | f o da durante 20 min a 10.000 x g a 4 °C foi
recolhido o sobrenadante ao qual foi adicionado 96 mL da sol u¢d de s
amé o, sob agitacdo con st at e . A aolug of @mowvamente
centrifugada por 20rm a 10.0® x g 4 ° @ellet ressuspendido em 50 mL de
ta npgof e f 008 M (PBS). \

presng de anti corp os fY i DS-RAGE 12%, nos pellets da
primeira e segundacentr if u @c¢nd@ sobrenadamtes (JIANG et al.,, 2004). A
sbucdo mnte o s afonsubinetida a16 h dedi aseem PBSa 4 TAp
a dial isg os an ti orcomcengrafios utilizando poleetileno glicol 20 kDa
(PEG). A ol uggodeqt iorp os fo i pogdasorb &c 2480nna Paratal,
dilui¢ &sde 1:100, 1: 50 e 1: 500 da sd ugéo fo &am pr etura em
espectrdo tbm eA licdo cortend o @ anticor po sf o i f
membranas filtrantes de 0,8 nm e 0,22 nm e estocada a -20 °C. A pureza e
concetrago f n  dantidspos foram avaliadas por SDS-PAGE 12% e 15%, nas

uf a t

0s

dilui¢ @sl:20, 1:60 e 1:100 e por espest rofot ome t ri aa 280n m as di

1:250 e 1:500.

A dividak bid&icads sntic op e Oi direto/indireto
ei mmof| w re isdreta @kl)aPara tal, o pAb foi adsorvido em placas de
poliestireno nas concentra¢des 1 @, 200, 400 e 800 ng mr ¢ e detectado atrav &
de conjugado anti-espéci e espe ¢ f iti gabd peroxidase conjugate SIGMA) em
SA direto; utilizado coro ant © rp opem EDISA indireto contra seu
sp addonfidoi enlacas de placas de poliestireno; e IFI contra o

arti getg_nativ o presert eem I pt o sp r Soro normal de coelho e os a

conjugad
controles.

anti-espéci e bo vi ina,ovinaeg a1 ha foram utlizados como

3 RESULOS E DIG CUS A

A preip ordalf at odeardni o foi efet iv a u mayv
far anident i f icados s | et sapds centr i f ga ¢ ao,
de tamanho esperado de 25 e 50 kDa, correspondendo as cadeias leves e pesadas
das Imunoglobulinas G (Fig. 1). A concerira @ ale anticorpo obtida foi de 40 mg/mL.

Figural - Avdi agdoda purifi @gdo de anti corpos d e co el b p rec¢
SDS-PAE126 Colus1a 7 pdle ds fr a

O pAb foi reconhecido pelo conjugado anti espécie emELl SA di r e

mant eve a capaci cack derecorfecimatosd an fg Bo e

gerado, reconheaendoo an fi g ®aco rLipL32 em ELISA indireto (Fig. 2) e
ddectand o anti gero protéicoensu af om an a ptospiras
pd o@n ci 8.
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Os resul tados dtids denord r ana u il da d e d
de amdniq a quad podeser realizmda co Qr  pi d
com rovete a ati vidake b ol 6 gi @QIANG st al., 2004). G prd xdm
experimentos pevi stos s& a ©r up@o deste S at i cop

aof | uor of or oF I TC.
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Figura 2 - Avadi a¢gpb dadivid ae bi amticorpo policlongl (pAb) precipitado por sulfato de
andio dr & é ELISA iedireto. Ttul &£ ocontradantigenAby € i rLifiL82). o (

4 CONCL us @

A prific acantiéorpak a partir de soros hiperimunes pode ser
realizada eficientemente por pr e pita casufato dem a on i o.
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