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RESUMD

Este trabaiho teve como finalidade o estabeiecimento das condigbes
fdeais de armazenamento do segqundo anticorpo para RIiE produzido no {PEN-
CNEN/SP. Pequenas amostras desse antissoro foram submetidas a duas for-
mas de congeiamento (lento e rédpido), ambos sequidos de iiofilizagho.
Compararam-se as interferéncias dos processos de congelamento e Iiofiii-
2ac80 por meic da andlise da curva de tituio. Os valores obtidos indica-
ram ndo haver diferenca significativa entre as condigdes avaliadas.

INTRODUGXO
amostras do antissoro foram empregadas na di-
Desde 196D o radioimunoensaio juicBo de 1:2 na separacio do RIE de tireo-
(RIE) é uma das principais ferramentas empre-— trofina humana (5). A fim de se verlficar se
gadas ngs iaboratérios de endocrinologia, a forma de estocagem do dupio anticorpo pode-
sendoc nos dias de hoje apiicado em diversas ria interferir na separaclio das fracbes livre
areas da investiga¢8o biomédica e em anadiises e ligada do ensalo, reailzaram-se 19 estima-
cifnicas (1). Uma boa técnica de separagdo do tivas da percentagem de iigac3o (B/T) para
RIE é essencial para desenvolver ensaios pre- cada amostra. Foram também incubadas as amos—
cisos e o método de separacdc peio dupio an-— tras que estimaram a figac8o Inespecifica.
ticorpo ¢é um dos mais ampiamente empregados, Ap6s & separaclo, 0s valores médlos
satisfazendo a maioria dos critérios exigidos de B/T foram comparados empregando-se o teste
para o RIE (2). Entretanto, seu custo eievado "t" de Student para observagBes pareadas (6).
é sua principai desvantagem, o que impiica Avaliou—~gse a segquir o procedimento
muitas vezes no emprego de técnicas menos de ilofilizagho do antissoro, o qua! foi rea-
onerosas, mas ndo tao eficientes. Ds duplos lizado em condig8es distintas: variando-se o
anticorpos anti-19G de coeiho existentes no voiume da amostra a ser liofilizada e a capa-
mercado s#o importades por um preco bastante ciadade do frasco de vidro empregado na !lofl-
eiavado, da ordem de US$ 1750,0D FDB cada SODD lizagBo, bem como a forma de congel!amento da
mi (3). amostra <(ienta ou rapida) antecedente & sua
No instituto de Pesquisas Ener- iiofilizag8o. Ds antissoros foram distribui-
géticas e Nucleares—CNEN/SP foram produzidos dos em frascos com capacidade para 256 ¢ 3D
a partir de quatro ovinos cerca de 3,6 I de mi, em volumes de 10, 15, e 20 mi, sendo 1io-
antissoro (soro de carnelro anti-IgG de coe- fil1zados conforme especificado na Tabela 1.
tho), para serem empredados em radioimunoen- Cada anéiise fol efetuada com uma mistura de
salos, nos quais o primeiro anticorpo é gera- soro diferente, porém a mesma mistura sempre
do em coeihos. Esses antissoros apresentaram foi avallada antes e ap6s a liofillzac8o.
titulos e caracteristicas de precipitago Ap6s a liofijizag8o, 08 antissoros
multo similares &quelas exibidas pelo produto foram reconstituidos com Agua destlliada para
comercial importado, apresentando até titu- o seu volume infcial &€ comparados com antis-—
los mais ejevados (4). soro de lgual procedéncla, que fol submetido
A finalidade aeste trabaiho foi 2 mesma forma de congefamento, porém nlo !io-
0 estabeiecimento das condigcles ideais de ar- filizado.
mazenamento desse segqundo anticorpo produzido Essa avaliac8o fol realizada em cur-
integraimente no palis. va de tituiac8o do antissoro, para a separa-
¢do0 do RIE.
verificou-se a existéncia de sim!la-
MATERIA1S E METODOS . ridade entre as curvas fornecidas pelos mes-—
mos antissoros nBo liofilizados e liofiiiza-
A fim de se determinar a meihor for- dos, reallzando-se um ajuste prévio dos pares
ma de arfmazenamento dos antissoros,. realizou— de pontos (% de l1gaclo versus reciproco do
se iniciaimente uma andiise com o antissoro tituio) ao modelo analitico sequinte:
submetido a trés tratamentos: congejamento ' .1
iento, por permanéncia durante 24 h em conge- % de 11gag80 = Ypay(1 - e d) 1)
iador a -2D0C, congelamento répido, por imer—
s&o em nitrogénio iiquido (N3») a -18D°C e onde:
congelamento em Np sequido de Tiofilizagédo. Y = B/T
Para essa anéliise empregou-se uma Ymax = Porcentagem de itgac8o maxima teéri-
amostra dos antissoros, & qual fol distribui- ca,
da em frascos de vidro com capacidade para 30 ol = pardmetro exponenciaj, proporcional &
mi, em volume de 20 m!| por frasco. afinidade. do antissoro,
Ap6s a reconstituigc8o com dgua des-— d = dilui¢80 do antissoro.

tlilada do antissoro liofillzado, essas. trés.
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Tabela 1 - Condigdes de liofilizagcdo empregadas no estudo do
armazenamento dos antissoros produzidos.

AMOSTRA CAPACIDADE TOTAL VOLUME DA TEMPERATURA DE
D0 FRASCO AMOSTRA GONGELAMENTO
(ML) (ML) (8G)
A 25 10 - ao
8 30 10 -18D
G 25 15 -18D
D 30 15 - ao
£ 25 20 - a0
F 30 20 =180

Ds parémetros o e Yp,, foram estima-

drados (7,

RESULTADOS E DISCUSSXO 0,05),

percentagens de ligac8o fornecidos pelos das
antissoros

pelo método ndo iinear dos minimos qua- 0s valores médios das percentagens

8). de ligag¢do dos antissoros congelados a —2DoC

As fungdes experimentais resultantes e a —1900C ndo diferiram significativamente,

consideradas simiiares quando ambos 0S sugerindo que as duas formas de congeiamento,

pardmetros «c ¢ Ypayx n8o apresentaram diferen-— lento ou mais réapido podem ser empregadas.

¢as significativas ao nivel de p » D,D5, peio Entretanto, esses diferiram significativamen~-
teste t de Student (6). te entre o0s antissoros congelados a

avaliados antes e apds a llofilzacdo

diminuir o titulo do antissoro.
Tabela 2 s8o expostos os valores

subme?idos ap congelamento lento iizadas,
este Ultimo sequido de liofiliza- fillizadas.

Tabela 2 - Valores das percentagens de iigag8o méxima (B/T) obtidos no
RIE de hTSH separado pelo antissoro submetido a trés formas
de tratamento:

1 - congelamento a -2D0C ¢ n&8o liofilizado.
2 - congelamento a -19p0GC e n8o !liofillzado.
3 - congelamento a —-18DoC e iiofiiizado.

AMDSTRAS
1 2 3
49,46 48,40 48,65
52,47 52,18 48,25
48,91 60,56 49,349
53,53 49,849 48,58
50,63 48,83 45,50
53,33 50,84 49,493
50,65 40,491 49,42
51,22 S1,11 47,82
48,70 51,88 47,07
52,18 49,68 49,17
52,07 48,75 49,494
52,589 51,08 48,65
50,56 51,07 47,28
51,80 48,20 49,80
51,91 51,23 48,27
50,68 50,489 48,80
50,03 50,88 48,36
48,32 54,26 47,67
48,88 50,45 47,81
MEDI A 51,133 50,702 48,536
1] 4 + 1,303 + 1,213 + 1,451

indicando que este procedimento

A Figura 1 exibe as curvas de titulo
amostras dos antissoros que foram
em comparacdo com _as mesmas ndo
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Figura 1 - Curvas de titulo fornecldas pelas vérias amostras de antis-
soro (A a F) que foram |iofillzadas (L) ou nfio (NL), apbs
cengelamento a -200C ou a -1900C em volumes crescentes (de
cima para baixo), em frascos de 25 m|l (& esquerda) ou de 30
ml (a direita), conforme especificado na Tabela 1.
Na Tabela 3 s80 expostos os resulta- Uma parte dos antissoros fol mantida nessa

dos
de

do ajuste dos pares de pontos das curvas
titulo desses antissoros liofilizados e
ndo liofilizados, cujos valores de « g Ypo,
ndo diferiram significativamente (p > 0,05),
indicando que qualquer uma das formas de es-—
tocagem anaiisada pode ser empregada.
Pelos resuitados obtidos nesse estu-
do do armazenamento dos antissoros observou-—
se n8o haver diferenca significativa entre as

formas liofiiizada e n%o Viofiilzada, bem co-
mo entre as formas de congelamento lento e
répido.

Em seguida a essas anélises, todos

0s antissoros produzidos foram acondicionados
em volume de 20 mi, em frasces com capacidade
de 30 mi e congelados rapidamente a -1800C.
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forma e armazenada em congelador a -400C. Ou-
tra parte dos antissorocs fol Iloflillzada e

mantida nas mesmas condi¢des,
A Flgura 2 apresenta os frascos do

antissoro nas formas liofillzada e congelada.
Retatos da literatura mencionam que

0 congelamento répldo é preferfvel para man-
Inalterado e que a estocagem

ter o0 antissoro

na forma llofllizada é l1deal para preservar
sua integridade por perfodos longos (8). Além
disso, a estocagem na forma I1lofliizada ¢
preferfvel para o transporte desse tipo de
materlal blolbgice.



Tabeia 3 - Vailores de oL e Ypg, ObUidos no ajuste dos pontos das
curvas dos antissorpos (A a F) n8o tiofilizados e
tiofiitzados. Sdo também Indicados na tabela 08
resultados da anéiise estatistica desses vaiores.

NXD LIDFiLiIZADD LIDFILIZADD
AMDSTRA oC Yma x oC Ymax P
(AFINIDADE) (AFINIDADE)
A 27,0246 ,86 38,72+2,43 21,3444,39 38,51+2,17 NS
8 10,93+43,49 35,47+3,91 9,08+2,88 37,46+4,34 NS
c 35,8344,79 31,69+0,89 29,88+4,893 30,94+1,20 NS
D 18,16+4,92 31,43+2,48 17,13%4,81 30,79+4,81 NS
E 19,65+4,40 38,65+2,495 16,2643 ,55 38,32+2,53 NS
F 14,4744 ,67 42,76+4,34 10,5544,49 44,8416 ,65 NS

NS - N&o significativo

Figura 2 - Frascos dos antissoros produzidos
(4 esquerda)

para P ) 0,05.

na forma

(& direita).
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congelada

e armazenados
e iiofiiizada



GONGLUSBES

Pelos resultados obtidos conciui-se
que os antissoros foram armazenados apropria-
damente, de forma a permitir seu emprego por
um perfodo longo e seu eventual transporte.
Além disso, criou-se experidncia suficiente
para a produglio e armazenamento deste reagen—
te bioidgico do RIE, que poderé ser efetuada
integraimente no pals, em maior escala.
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ABSTRACT

This work had been carrried out to
establisiling the Ideal storage condlitions of
the second RIA antibody produced at IPEN-
CNEN/SP. Smali samples of these antisera were
sudbmited to two kinds of freezing forms (sliow
and fast), both foiiowed by |Iyephliizatlion.
The interference of the frozen and
iyophliization processes ware compared
through the antibedy diiution curve. The
obtained values showed that no slignificant
difference between the freezing forms
occured.
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