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RESUMO 

Este trabalho Compara o 
segundo anticorpo para radioimunoensaio (RIE) produzid0 nO IPEN-CNEN/SP 
com um anticorpo comerciai, de qualidade conheC Ida, produzido por Rad10055ay 

Systems Laboratories (RSL). EUA. Es-5e antiSsoro, soro de 
carnetro anti-imunoglobulina (IgG) de Coelho. pro-duzido integraimente no pals. aprelentou titulo 

e caracteristicas de precipitacio semelhantes iquelas exibidas pelo produto comercial. sendo 
tio adequado Para a aeParacio do RIE quanto seu similar importado. 

• 

INTRODUCAO 

A etapa final de um RIE é a separaCão 

entre 0 antfgeno ligado ao anticorpo daquele 

A escolha de uma tecnica adequada para livre• 
asePareC50 desSas duas frações e muito impOr-
tivite, 0019 ela é a principal fonte de impre-
cisio do ensaio C13. 

Dentre as tecniCas atualmente disponf-

vel5, 0 método de separacio pelo duplo anti-
Corp° tem sido amplamente empregado. Descrito 

por Morgan e Lazarow C2] e por Utiger e cols. 
H] ers 1962. ele Satisfaz a Maioria dos crit6- 
nos de eficienCia. Praticabilidade e aplica-
CiO geral [43. Entretanto. seu custo elevado, 

da Orden de US$ 2.000,00 cada 500 ml C53. é 

sua principal desvantagen, o que muitas vezes 

Conduz ao emprego de reagentes menos onerosos. 
mes que não silo tio eficientes para a separa-

ciodos RIEs. 
Portent°, muitos autores tem produzido 

osegundo anticorpo para ser empregado em RIEs 
de horman109 C2, 6, 7, e 83. imunoglobulina 

vfrus C10] e ainda em ensaios onde ele 
está imobilizado 	partículas C11 e 12]. 

Recentemente. foi obtido em nossa ins-
tituicio um segundo anticorpo visando a produ-
Ciio local de reagentes biológicos de RIE pare 

substituir os produtos importados C133. 
0 presente trabalho tem por objetivo 

realtzar um eStud0 Comparativo entre este se-

gurldo anticorpo produzido no IPEN-CNEN/SP e um 
3e9Uncio anticorpo comercial de referencia, a 

flm de compi ovar sua qualidade. 

MATERIAIS E MCTODOS 

:Uatro 0 segundo anticorpo foi produzido em 

Coeiti
o rneiros imunizados com 500 Ug da IgG 

Purtficada em nossos laboratórioa 

v54* "Sea injeclieS eram repetidas com inter-

rein_ de 20 dias e a cada quatro InjeCõe5 de 
Del-60 eram Colhidos cerca de 1,5 I de sangue 

aniaaivela Jugular. Após essas sangrias, 05 

rt,,r1-', Cram 
- 

reimuniZados C133. 
mantidos em descanso ante, de se-

9rias °5 antissoros provenientes dessas san- 
cte- rfst 	fOram aval lados quanto as suas cars um 

seg niCt.,135 	Preci Pitacio em comparaçio com 
pro: 1114tik -0 anticorpo de qualidade conhecida, 

tribdor ea cabra 
Uicio Por ICN Biomedicals, Inc.. 

POr R5L (lote 2R2 M8C) e dis 

EUA.  

Essa 	avaliacão foi realizada pela pre 
cipitacio da fração ligada do RIE de toreotro-
fina humana (hTSH). empregando-se um tracador 
preparado em n05509 isboratOrios. de quaildade 
comprovada C15] e o primeiro anticorpo prove-
niente do National InstitUte of Diabete9 and 
Digestive and Kidney Diseases. EUA. 

Os ensaios foram realizados em quadru-
Plicata. incubando-se 0.1 mi do tracador <con-
tendo aproximadamente 10.000 cpm) com 0.1 mi 
do tampão (fosfo -saitna com EDTA 0.1 M) e 0,1 
ml do primeiro anticorpo. na pUe liga 
aproximademente SOZ do tracador. Foram tamberm 
incubadas as amostras que estimaram a ligacão 
inespec(fica, substituindo-se o primeiro anti-
corpo pelo tamp6o. A separacio das fracdes II-
gadas foi obtida peia adicho de 0,1 mI do se-
gundo anticorpo. 

Analisou-se. inicialmente. 0 tltulo e a 
quantidade de IgG Carreadora empreqando - se o 
segundo anticorpo nas diluicóes variando de 
1:2 ate 1:32. combinadas com cada uma das di-
luiçóes de soro de coelho normal (SCN), que 
variou de 1:100 a 1:500. Foram estabelecidos 
os títulos do segundo anticorpo e as diluicoes 
do soro carreador que forneceram uma precipi-
tacão MaxiMa da fracio ligada do ensaio. numa 
região de plató. 

A seguir, os antissoros provenientes de 
sangrias distintas que apresentaram caracte-

rísticas de precipitação similares, foram reu-

nidoa e submetidos ao estudo de sua cinetica 

de preCipitacio. Nesse estudo, os antissoros 

foram empregados na diluic5o e na presença de 
quantidade de IgG carreadora estalecidas, sen-

do inCubadOs por um período de até *cis horas 
em diferentes temperaturas: quatro. 20 e 372C. 

0 segundo anticorpo comercial foi empregado na 

diluição de 1:5 e na presença de 1Z de SCN. 
seguindo-se as especificacdes de seu fabrican- 

ligaçaes tambem, as 
te C163. 

Compararam-se, 
inespecfficas fornecidas pelos anticorpos pro-

duzidos em nossa instituicio com aqueias do 
em enlist°, realizados com anticorpo comercial. 

traçadores diferents, empregando-se o taste t 

de Student para observacões nio pereadas. 

RESULIADOS E DISCUSSAO 
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A Figure 1 apresenta a evolução dos tí-
tulo, dos antissoros dos carneiros, no período  
em que foram imunizados con a IgG de coelho  
C133. Como pode ser observado nessa figura. os  
carneiros desenvolveram antissoros anti-IgG de  

coelho Con títulos similares e até superiores  
ao recomendado pelo antissoro importado (1:5),  
Sendo tamben superiores ao de  um  segundo anti-
corpo Preparado anteriormente em nossos labo-
ratórios C177.  

Pela 	
na 	 a comportamentos similares entre a reas CUvag

Ohurva54''R 

titulo dos antissoros 285 e RSL, que apretee 
 

taram precipitação máxima da fração ligada 
 ensaio (região de platô) correspondent e 

 tu l o 	Cl 	torno de  1:6 e i3 d i l u i Cão d o ScN  1 +- 

1:100. 	Porém, 	enquanto que o antissoro R5l 
manteve este platô inalterado con o SCN dilui. 
do a 1:200, o antissoro 285 apresentou, nes3a 
região, 	uma queda na precipitação com a9 
luições do SCN menores do que 1:100,  
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Figura  1 -  Evolução 	do titulo dos segundos anticorpos para RIE 
 preparados no IPEN-CNEN/SP. Cada antissoro é Identificado 
 Pelo número do ovino indicado na figura. As setas indicam o 
 período das injeções Primária (P) e de reforço (R

1  a  R12). São também indicados os volumes de 	sangue colhidos  das animais. A linha tracejada acusa o período em que o 
 ovino 146 esteve enfermo. 

 

A 
Figure 2 exibe as curves de título 

 dos segundos anticorpo, Construída, na presen-
ce de diferentes c oncentraCães de soro cerree-dor não imune. Essa, curvas se referem aos an-
tissoro, obtidos ne titlixa sangria de cada ani-
met. as cume se 

 mostraram bastante semeihan- 
tes aquelas obtidas na, sangrias anteriores 

 (dado, não apresentado,), 
 

Os antissoro, 163 e 249 apresentara m :  Precipitação maxima  com títulos menores e co _ o SCN diluido a 1 :100. Ao contrário  dos de  
mais. o antissoro 146 apresentou seu Platy de  

precipitação maxima com quantidade menor de  
SCN (diluìçso 1 : 800). 

 Esse efeito de utiliz e ' 
cão de concentracões menores de soro carread os 

 não imune, também foi verificado por C1180C1180107aa^ e 
 

cols. r77 em antissoro, anti-IgG 
de  coe m `  Produzido em burros. 
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REC(PROCO DO TliULO DO 22. ANTICORPO 

RECIPROCO DO TiTULO DO SEGU DO A NTI CORPO 

FlgUra 2  - Curves de t(tulo dos antissoros preparados 
no IPEN-CNEN/SP (146, 

163, 249 e 285) e comercial <RSL) contruidas na presence de 

varlets diluicões do soro de coelho 
normal: 1:100 (A), 1:200 CB), 

1:300 (01 1:400 (D) e 1:500 (E). 

el% A Figure 3 apresenta os resultados do 
clo da cinética de precipitacio dos antis- 

Z,:ros. realized() em diferentes rubserva_e_ 	
temperatures. 

que todos os antissoros apresenta- 
14, una taxa de precipitaC60 Praticamente 
(14;'terada cOm o aumento da temperatura de 
NITt" "Ira 202C, enquanto que essa taxa dimi- 

'u guano() a temperature aumentou para 372%_ 

tioita_?1 antissoros 145 e 285 exibiram a P 

c) maxima ap6s 1.0 h de incubscao a 

r(eliPou :4 202C. enquanto que 
o antissoro 163 

oreciPitacio méxima ma's rapidamente 

%AI" °.5 h) nessas temperatures e aqueie 249 

rat! Ierdianente (apdis 1,5 n) nos tres tempe- 
're, analisadas. 

Resultados -similares foram encontrados 
cOm o antissoro RSL, que Conforme recomendado 
pelo seu fabricante E163. apresentou a preci-
pitaCto maxima quando incubado por aproximada-
mente 1.0 h (45 minutos) temperature am-
biente. 

Reiatos da literature se referem a pro-
ducio de antissoros de burro anti-IgG de car-neiro e de cadre, que apresentaram taxa de 
preciPitacio acelerada com o aumento da tempe-
ratura de quatro para 372C. mas que atingem a precipitacio máxima somente apds no m(nimo 2.5 
h de incubacio C7J. 
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Figura 3 - Efeito da  temperatura: 4 	-044C,0 	O 204C e • ----•  
374C 	na 	precipitação do RIE realizada com os 	segundos  

anticorpos: 	146 (tftulo de 1:4 e SCN a 1:300)i 163 (titulo de  

1:3 e SCN a 1:100), 249 (titulo de 1:4 e SCN a 1:100), 	265  

(tftulo de 1:6 e SCN a 1:100) e RSL (t(tulo de 1:5 e SCN a  

1:100).  

CONCLUSBES  

Os resultados obtidos neste trabalno 
 

permitem concluir que o duplo antiCorPo p rodu"  

tido integralmente no Pais. em nossa institui'  

Cão. apresentou caracterfticas de preciPit a68°  

similares  as  dos anticorpo importado. demon' 
trando ser tão adequado quanto o anticorp O C0n 

 mercial para ser empregado na separação do 
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3,73/0.32 

5.281.0.21 

3,391.0.44 

2.951.0,09 

3,121.o.is  

2,82/0,25 

1.75/0.08 

3,44.10,43 

4.22A.0.43 

4,12./0.15 

4.1410.17 

2.491.0.11 

/ - valores das 
ligacóes inespecífices obtioas em varios RIEs 

de riTSH 

Tabeia 
seParados Pelos 

segundos anticorpos produzidos 
no IPEN-CNEN/SP 

(145. 163, 249 
e 285) e comercial CRSL). 

_____________________________________________________________________________ 
ANTISSOROS 

____________________________________________________________ 

R5L 	 146 	 163 	 249 	 265 _____________________________________________________________________________ 

	

4,27./0,54 	3.661.0.60 	2,7010.34 

	

2,2310.07 	4,961.0,47 	3,1310.23 

	

3.27/0.35 	3,3910,30 	3.4610,58 

	

3.55./0.49 	2.96./0.36 	3.2010,13 

	

2.27/0,37 	2,921.0.18 	4.0210,98 

	

2,83./0,12 	2,711.0.10 	4.0410,65 

2.57±0,14 	2.2810,21 	3.401.0.21 	3.1110.38 	2,71./0.47 _____________________________________________________________________________ 

media 	2,41 
	

3,50 	 3,26 
	

3.39 	 3,32 

GP 	/0.84 	 10.79 	 1.0,58 	 ±0,70 	 ±0,51 
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SLINTNA R Y 

This work compares a second antibody 
for radloimmunoassay (RIA) produced at IPEN-
CNEN/SP with a commecial one of known quality. 
produced by Radioassay Systems Laboratories, 
USA. This antiserum, sheep serum anti-rabbit 
IgG produced in its totality in the contry, 
presented title and precipitation 
characteristics similar to those exhibited by 
the commercial product. being as suitable for 
the RIA separation 85 its imported similar. 
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