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RESUMO

No presente estudo foi investigado o impacto dos multiplos ciclos de congelamento e descongelamento
na estabilidade das amostras de soro estocadas a -20 °C quanto a reatividade de anticorpos anti-HIV. As
amostras analisadas foram provenientes de painéis de soros (constituidos de amostras anti-HIV positivo e
negativo), produzidos no Centro de Imunologia - Instituto Adolfo Lutz (IAL), os quais tém sido material
de referéncia para o preparo de amostras do controle de qualidade interno de testes imunodiagndsticos
de HIV/Aids. A avaliagdo da estabilidade dos soros foi efetuada por meio de ELISA/EIA, Western blot
e imunofluorescéncia indireta, em amostras submetidas a 11 consecutivos ciclos de congelamento e
descongelamento, que variaram de 7 a 60 ciclos. Nenhum efeito estatisticamente significante na reatividade
dos anticorpos especificos foi observado. Portanto, o procedimento de congelamento e descongelamento,
em até 60 ciclos, ndo causou efeitos adversos na reatividade das amostras de soro positivas para detecgdo
de anticorpos anti-HIV, sem ocorréncia de reagdes falso-negativas, tampouco de resultados falso-positivos
em amostras negativas para HIV.

Palavras-chave. estabilidade, soro, anticorpos anti-HIV, temperatura, ciclos de congelamento-
descongelamento.

ABSTRACT

The present study investigated the impact of multiple and consecutive freeze-thaw cycles on the reactivity
of anti-HIV antibodies in stored serum samples by using different methodologies for detecting the specific
antibodies. The analyzed sera were part of serum panels (comprised of anti-HIV positive and negative
samples), produced at the Center of Immunology - Instituto Adolfo Lutz, which have been the reference
specimens for producing internal quality assurance sera of HIV/Aids immunodiagnostic assays. After
performing every step of 11 consecutive and multiple freeze-thaw cycles procedure (varying from 7 to 60
cycles), the HIV antibody reactivity in the respective sera was evaluated by means of EIA/ELISA, Western
blot and indirect immunofluorescence methodologies. No statistically significant effect on the specific
antibody reactivity was found in sera after completing the freeze-thaw process up to 60 cycles. Neither
false-negative reactions in HIV antibody positive sera, nor false-positive results in HIV-negative samples
were detected.

Keywords. stability, freezing-thawing cycles, serum, anti-HIV antibody, temperature.
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INTRODUCAO

As amostras de materiais bioldgicos, tais como
soro e plasma, coletadas e analisadas em estudos
epidemiolégicos ou clinicos, sdo habitualmente
armazenadas para serem utilizadas em investigagdes
multiplas por um longo periodo de tempo. Os biobancos,
colegdes organizadas de material biolégico humano'?, sao
fontes fundamentais de informacoes cientifica e clinica,
e também essenciais para desenvolver pesquisas nas
areas de doengas infecciosas e de produtos vacinais®’. O
armazenamento de materiais bioldgicos e a possibilidade
de resgata-los para fins de pesquisa ou para aprimorar a
assisténcia médica com o desenvolvimento de inova¢oes
tecnoldgicas tém grande impacto no ambito da satde
publica®.

O plano de gerenciamento da qualidade para boas
praticas técnicas, nas etapas de transporte, preservaciao
e armazenamento de amostras bioldgicas, tem sido
desenvolvido com a finalidade de manter e assegurar
a estabilidade dessas amostras, quando submetidas a
outras analises e procedimentos®.

Os investigadores, que empregam as amostras de
soros armazenadas em biobancos no desenvolvimento de
seus estudos, devem ter conhecimento nao apenas dos
efeitos do armazenamento por longo prazo, mas também
sobre o impacto que os ciclos multiplos de congelamento
e descongelamento possam ocasionar na estabilidade
do soros®. Embora a necessidade de repetidos ciclos de
congelamento e descongelamento em amostras de soro
possa ser minimizada por meio do armazenamento de
espécimes fracionados em varios recipientes de pequenas
dimensoes, frequentemente é necessario utilizar aquele
determinado soro que ja passou por um ou mais ciclos de
congelamento e descongelamento’®. Quando isso ocorre,
os revisores de protocolos de pesquisa ou de manuscritos
podem questionar a validade da andlise de dados obtidos
dessas amostras®.

Em virtude de frequentes e reincidentes ciclos de
congelamento e descongelamento de amostras bioldgicas
poderem causar efeitos adversos na viabilidade do
material, é imprescindivel que sejam desenvolvidos
protocolos que possam assegurar que esse procedimento a
ser aplicado possa sustentar a utilizagdo dessas amostras’.

A estabilidade é essencial para qualquer padrao
biologico, e desejavel nos demais produtos bioldgicos™.
As condi¢oes apropriadas de preparo e de armazenamento
de amostra bioldgica favorecem a estabilidade e a
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obtencdo de resultados fidedignos em ensaios analiticos
e, consequentemente, auxiliam ao clinico no diagnéstico
e na decisao terapéutica'>'%

Em vista da escassez de dados disponiveis
sobre o efeito adverso que os ciclos de congelamento
e descongelamento dos soros possam causar na
conﬁguraqéo e nos constituintes de anticorpos, esta
investigacdo ¢ particularmente relevante na execu¢ao
de ensaios sensiveis, como os imunoenzimaticos (EIAs),
os quais detectam estruturas proteicas propensas a
desnaturacgdo. Ha, ainda, a preocupagdo com a pratica de
repetitivos ciclos de congelamento e descongelamento de
amostras bioldgicas durante as investigagdes cientificas,
uma vez que esse procedimento pode causar eventual
alteracdo dos resultados de um particular ensaio pela
danificagao fisica e consequente alteragdo bioquimica
dos anticorpos de interesse®'* .

A estabilidade de uma molécula proteica
biologicamente ativa depende, em especial, do ambiente
e da exposicdo as condigdes que possam promover
alteragdes quimicas ou conformacionais. O processo de
congelamento pode influir na estabilidade das proteinas
pelo armazenamento em baixas temperaturas, que leva a
formagdo de gelo com concentragdo de soluto, causada
pela cristalizagdo de agua, e consequente mudanga de
le3,l4.

O conhecimento a respeito da influéncia do
armazenamento por um longo periodo de tempo e
sobre os ciclos de congelamento e descongelamento
em amostras de soro é necessario para cada classe de
anticorpo e tipo de ensaio utilizado, para garantir que
os resultados obtidos em estudos prospectivos sejam
fidedignos®.

A andlise das amostras de soros armazenadas
durante 25anosa-25°Cno Janus Serum Bank (Noruega)'®
nao mostrou diferencas estatisticamente significantes nas
concentragdes de imunoglobulinas IgG e IgE, quando
comparadas aos resultados obtidos anteriormente.
Esse estudo demonstrou a inalterada estabilidade das
imunoglobulinas presentes nos soros armazenados por
um longo periodo de tempo em baixa temperatura, nas
amostras analisadas em diferentes periodos de tempo de
estocagem.

Fipps et al.'” avaliaram o efeito do procedimento
de 20 ciclos consecutivos de congelamento e
descongelamento na reatividade dos anticorpos anti-
HIV em amostras de plasma por meio de ELISA/EIA
e Western blot, e observaram que ndo houve perda da
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reatividade de anticorpos especificos nas amostras
analisadas, tampouco a ocorréncia de resultados falso-
positivos em amostras negativas.

O objetivo deste estudo foi o de avaliar a
estabilidade dos anticorpos anti-HIV em amostras
de soro perante os multiplos ciclos de congelamento
e descongelamento por meio de ensaios soroldgicos
sensiveis e especificos.

MATERIAL E METODOS

As amostras de soro analisadas neste estudo
foram preparadas em fevereiro de 2011 e estabelecidas
como materiais de referéncia para comporem os painéis
de soros, constituidos de amostras anticorpos anti-HIV
positivas e negativas, para serem incluidas nos ensaios
sorologicos especificos como controle de qualidade
interno (CQI HIV). Os soros foram obtidos por meio de
processamento do plasma (bolsa de plasma) empregando-
se técnica de trombiniza¢do'®".

Antes do fracionamento dos soros em aliquotas,
estes foram homogeneizados durante 120 minutos em
agitador basculante (tipo gangorra). A seguir, as amostras
foram distribuidas (volume 1 mL) em tubos para
congelamento (“criotubos”), os quais foram etiquetados,
numerados e armazenados a -20 °C em caixas para
congelamento.

A composicao dos painéis de soro foi executada
seguindo-se os procedimentos operacionais padrio
elaborado pelo Laboratério de HIV/Aids — IAL" e de
acordo com normas de Boas Praticas de Laboratério
para realizar fracionamento das amostras em aliquotas
de soro, embalagem e rotulagem do produto®.

A caracterizagdo desses soros quanto a
reatividade para anticorpos anti-HIV foi efetuada pelo
emprego de diferentes conjuntos de testes diagndsticos
ELISA/EIA, Western blot (WB) e imunofluorescéncia
indireta (IFI), utilizados no Laboratério de HIV/
Aids do Centro de Imunologia - IAL (CIM-IAL)
para detecgdo de anticorpos especificos. Os testes
de esterilidade foram realizados nessas amostras em
meios de agar chocolate, agar sangue, caldo BHI, agar
Sabouraud e dgar-agar?'.

A enumeragao das amostras de soros negativos
e positivos para anticorpos anti-HIV foi feita de acordo
com a numeragao sequencial ja estabelecida para os lotes
de painéis de soro produzidos no Laboratério de HIV/
Aids - CIM-IAL, e os seguintes lotes foram constituidos:
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« dois lotes de soro HIV positivo (soro fortemente
reagente) — identificados pela numeragdo 067 e
075;

« dois lotes de soro HIV negativo - identificados
pela numeragdo 063 e 065;

« dois lotes de soros HIV positivos (061 e 067)
diluidos em soros negativos para o preparo do
CQI (soro HIV fracamente reagente — baixo titulo
de anticorpos). A numeragdo estabelecida para
estes lotes foi de acordo com os soros positivos
utilizados - CQI 061 e CQI 067.

Para produzir soros HIV fracamente reagentes,
a diluicdo ideal das amostras foi estabelecida conforme
o procedimento preconizado pelo Manual Técnico'®
pertinente ao preparo do CQI HIV positivo nas
metodologias de ELISA/EIA, IFI e WB, seguindo-se a
padronizagdo aplicada no Laboratério de HIV/Aids -
CIM-IAL.

Cada diluigdo da amostra foi testada no
ELISA/EIA - Vironostika HIV Uni-Form II Plus O -
Biomérieux, e a melhor diluigdo a ser empregada como
CQI foi correspondente aquela que apresentou o valor da
densidade optica (DO) na faixa de 1,5 a 4,5 vezes o valor
do cut off (CO) ou ponto de corte do teste's. Para WB e
IFL, a diluigdo ideal definida foi a Gltima de uma sequéncia
de diluigoes dos soros em que ainda houve evidéncias de
padroes de reatividade positiva para anticorpos anti-HIV.

Para cada ensaio estabelecido no estudo, foram
selecionados 22 frascos de soro negativo - lote 063, soro
fortemente reagente — lote 075 e soro fracamente reagente
- CQI HIV 061 (diluido a 1:60.000 no ELISA, a 1:100 no
WB e a 1:4 no ensaio de IFI ); e, ainda, 11 frascos de soro
negativo — lote 065, amostra positiva - lote 067 e CQI
HIV 067 (diluido a 1:20.000 no ELISA, a 1:400 no WB e
a 1:8 no ensaio de IFI).

Para constituir o subconjunto, composto por
22 ou 11 frascos de amostras de soro, foi realizada a
amostragem aleatdria, utilizando-se as ferramentas do
programa Microsoft Office Excel.

Durante o periodo de dois meses, dos 22
frascos de amostras de soro selecionados de cada
lote, 11 amostras foram submetidas ao processo de
congelamento e descongelamento, e os demais 11 frascos
de soro permaneceram armazenados a -20 °C, os quais
foram denominados, respectivamente, como soros
CD e amostras controle (AC). As amostras de soro CD
foram retiradas do freezer e descongeladas totalmente
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a temperatura ambiente durante aproximadamente
60 minutos e, a seguir, congeladas novamente. O
procedimento de congelamento/descongelamento (C/D)
foirepetido até completar o nimero de ciclos previamente
definido: 7-14-21-25-30-35-39-44-50-55-60. Apos o
término de cada ciclo definido de C/D, um dos frascos
de cada lote de soro foi aleatoriamente escolhido para
efetuar a avaliacdo de estabilidade da amostra. Nos dias
de realiza¢do do ensaio de andlise de estabilidade, a AC
foi incluida no mesmo ensaio com os soros CD, para
que fossem testados nas mesmas condi¢des e, ainda,
para evitar os efeitos de quaisquer variagdes que possam
ocorrer na rotina diaria do laboratério.

A estabilidade foi analisada nas amostras
selecionadas em cada ciclo de C/D, avaliando-se a
ocorréncia ou ndo de variacoes de reatividade do analito
(positividade ou negatividade de anticorpos anti-HIV)
por meio de ELISA/EIA - Vironostika HIV Uni-Form
II Plus O (Biomérieux SA, France), imunofluorescéncia
indireta — IFI HIV-1 (BioManguinhos-FIOCRUZ, Brasil)
e Western blot - Cambridge Biotech HIV-1 (Maxim
Biomedical, Inc, USA), seguindo-se os procedimentos
recomendados pelos fabricantes dos respectivos
conjuntos de reagentes imunodiagndsticos.

No ELISA/EIA, o valor do ponto de corte (cut
off) foi determinado em cada série de testes realizados
e os resultados foram expressos pela razao entre a
densidade o6ptica (DO) e o cut off (CO) - DO/CO do
respectivo ensaio, para minimizar os efeitos de variagdes
na metodologia.

Os resultados do ELISA/EIA foram avaliados pela
analise de regressao linear em conjunto com a analise de
variancia fator inico (One Way ANOVA)***, utilizando-
se o programa Microsoft Office Excel.

Para estimar o numero de ciclos de CD, acima
de 60 ciclos, em que a amostra ainda poderia apresentar
auséncia de alteragdo na reatividade dos anticorpos
anti-HIV, foi realizado o intervalo de predigdo com 95%
de confian¢a para as retas de regressao utilizando-se o
programa STATISTICA, versao 10.

A anilise de dados foi efetuada por meio do
programa STATISTICA, versdo 10 e do Microsoft Office
Excel.

Os resultados no Western blot foram analisados
pela equipe técnica do Laboratério de HIV/Aids - CIM-
IAL, por meio de classificagdo visual da intensidade das
bandas gp160, gp120, p66, p55, p51, gp41, p31, p24 e pl7.
Ademais, a reatividade foi examinada por comparagio
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com a intensidade da banda p24 exibida pelo soro
controle positivo fraco inserido no respectivo conjunto
de reagentes diagndstico utilizado, e estabelecendo-se
o seguinte critério: (1+) reatividade fraca (intensidade
menor do que p24 do controle); (2+) reatividade igual ou
superior; e (0) na auséncia de bandas"’.

Na IFI-HIV-1, a intensidade de fluorescéncia
foi determinada comparando-se com os resultados
demonstrados pela amostra controle positiva inserida
no conjunto de reagentes e pelo CQI IFI HIV (soro HIV
fracamente reagente), incluido rotineiramente em cada
uma das reacdes IFI HIV-1 realizadas no Laboratério de
HIV/Aids - CIM-TAL. O critério de andlise estabelecido
foi: reatividade (3+) paraintensidade dafluorescénciaigual
ou maior do que a do controle positivo do kit diagnéstico;
reatividade (2+) fluorescéncia fraca para intensidade mais
fraca do que a do controle positivo e igual ao do CQI IFI
HIV; reatividade (1+) para fluorescéncia indeterminada,
com intensidade de fluorescéncia mais fraca do que o
CQI IFI HIV; e (0) auséncia de fluorescéncia.

As amostras de soro selecionadas em cada ciclo
de C/D foram analisadas nas trés modalidades de testes
imunodiagnoésticos de detecgdao de anticorpos anti-HIV,
acima mencionadas.

RESULTADOS

Como parametros de avaliagdo dos efeitos
adversos na reatividade de anticorpos anti-HIV nas
amostras submetidas aos multiplos processos de C/D,
esses soros foram previamente caracterizados pelos
mesmos ensaios empregados no estudo de estabilidade.
As caracteristicas de reatividade dos anticorpos anti-HIV
nas seis amostras selecionadas estdo descritas na Tabela 1.

As amostras de soro HIV positivo (fortemente
reagente) dos lotes 067 e 075 apresentaram resultados
reagentes acima do valor maximo de detecgdo
estabelecido (DO >3,000) no espectrofotometro de
placasde ELISA - Organon Teknika Biomérieux - Reader
230. Por conseguinte, ndo foi exequivel a realizagdo da
analise de regressao. Contudo, para os dados obtidos
em amostras positivas fracamente reagentes (CQI 061 e
067), que demonstraram valores da razdo DO/CO entre
1,5 a 4,5 vezes o valor do ponto de corte, a aplicagdo
desse método estatistico foi factivel.

Inicialmente, os resultados foram avaliados
quanto a homogeneidade de variancias e quanto a
presenca de valores aberrantes (outliers) individuais,
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aplicando-se os testes de Cochran e Grubbs com 95%
de confianga, respectivamente. Constatou-se que os
dados provinham de uma distribui¢do com variancias
equivalentes (homocedasticas) e ndo foram encontrados
valores aberrantes. Apos verificar, por meio dos graficos
de residuos, que os pressupostos para o uso da regressao
linear foram atendidos, foi realizada a analise de regressao
em conjunto com ANOVA.

Para aplicar a metodologia de andlise de regressao
linear nos resultados obtidos no ELISA/EIA, foi elaborada
a tabela contendo os valores médios da razdio DO/CO
das triplicatas das amostras AC (armazenadas a -20 °C)
e das amostras CD para cada lote de soro, conforme
apresentados na Tabela 2.

A Tabela 3 mostra os resultados da andlise de
regressdo dos valores médios da razio DO/CO das
triplicatas das amostras submetidas aos 60 ciclos de CD
e das amostras controles, de acordo com o lote de soro.

Nas Figuras 1 e 2, os valores médios (DO/CO)
foram marcados de acordo com os ciclos de congelamento
e descongelamento, e a reta de regressao foi construida
para analisar as tendéncias significativas quanto a
estabilidade dos anticorpos. As inclinagdes observadas
foram testadas quanto a significdncia pelo valor-P.

Nas amostras de todos os lotes de soros
analisados, que foram submetidas ao processo de CD
bem como naquelas de controle, o valor-P (Tabela 3) do
coeficiente da inclinagdo da reta de regressdo foi maior
do que 0,05. Portanto, a regressao nao foi significante e
ndo apresentou tendéncia. Consequentemente, os valores
médios da razdio DO/CO dos soros ndo variaram em
funcdo dos ciclos, e foram considerados estdveis com
nivel de confianca equivalente a 95%.

A comparagdo direta dos valores obtidos no
ensaio final das amostras (apds 60 ciclos de CD) em
referéncia aos valores iniciais de DO/CO (Tabela 1)
demonstrou inevidéncia de variacdes na estabilidade dos
soros que pudessem alterar a reatividade de anticorpos
anti-HIV.

De acordo com os intervalos de predi¢do da
regressdo, com 95% de confianga, o resultado obtido para
o numero de ciclos em que a amostra de soro poderia ser
submetida sem afetar a reatividade dos anticorpos anti-
HIV seria: 360 (soro negativo 063), 340 (soro negativo
065), 110 (CQI 067) e 88 (CQI 061). Importante ressaltar
que héa necessidade do monitoramento das amostras
durante o periodo estimado para confirmar os dados
estatisticos.

Tabela 1. Reatividade de anticorpos anti-HIV das amostras de soro nos testes imunodiagndsticos de ELISA - Vironostika HIV Uni-Form II Plus
O, Western blot - Cambridge Biotech HIV-1 e IFTI HIV-1 - Biomanguinhos/FIOCRUZ

Resultados

Soros I])E;I/i% W blot IFI Interpretagao

063 0,44 0 0 negativo

065 0,42 0 0 negativo

067 15,23 gp160, gp120, p66, p55, p51, gp4l, p31, p24, p17 * 3+ positivo (fortemente reagente)
075 15,23 gpl60, gp120, p66, p55, p51, gp4l, p31, p24, p17 * 3+ positivo (fortemente reagente)
CQI 061 2,40 gpl60(2+), gpl20(2+), p66(1+), p51(1+), gp41(2+), p31(1+), p24(1+) 2+ positivo (fracamente reagente)
CQIO067 2,33 gp160(2+), gp120(2+), p66(2+), gp41(1+), p24(1+), p17(1+) 2+ positivo (fracamente reagente)

Whb: (0) auséncia de bandas; (1+) intensidade fraca; (2+) intensidade forte
IFI: (0) sem fluorescéncia, (2+) fluorescéncia reatividade fraca;(3+) fluorescéncia reatividade intensa

* todas as bandas apresentaram intensidade forte (2+)

Tabela 2. Resultados expressos pelo indice DO/CO, no ELISA - Vironostika HIV Uni-Form II Plus O - Biomérieux, calculados pelas médias

dos valores das triplicatas nas amostras de soros AC* e CD

Média das triplicatas (DO/CO)

Lote/Ciclo 7 14 21 25 30 35 39 44 50 55 60

CQI 061 CD 2,391 2,515 2,163 2,501 2,713 2,280 3,222 3,184 3,403 2,577 2,250
CQI 061 AC 2,301 2,452 2,335 2,431 2,627 2,385 3,123 3,137 3,013 2,606 2,536
CQI 067 CD 2,564 2,310 2,722 2,468 2,462 2,191 2,955 2,767 3,233 2,953 2,527
63 AC 0,311 0,266 0,350 0,335 0,291 0,348 0,327 0,325 0,340 0,329 0,310
63 CD 0,335 0,237 0,297 0,298 0,259 0,315 0,314 0,317 0,340 0,351 0,272
65 CD 0,276 0,278 0,325 0,323 0,272 0,292 0,269 0,278 0,340 0,322 0,272

* Resultados nas amostras dos lotes CQI 061 e negativa 063, que permaneceram no freezer a -20 °C
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Tabela 3. Analise de regressdo dos valores médios das triplicatas das amostras de soros CQI 061, CQI 067, 063 e 065 submetidas aos 60 ciclos
de congelamento e descongelamento e dos soros CQI 061 e 063 (amostras controles) armazenados a -20 °C

Estatistica de regressao

CQI CQI CqQI
061 AC 061 CD 067 CD
R multiplo 0,54 0,34 0,48
R-Quadrado 0,29 0,12 0,23
R-quadrado
. 0,21 0,02 0,14
ajustado
Erro padrao 0,28 0,42 0,29
Observagdes 11 11 11
SQ MQ F de significagio
ANOVA g CQI CQI06l CQI CQl  CQI CQI CQl  CQI CQI
061 AC CD 067CD 061 AC 061CD 067CD 061 AC 061 CD 067 CD
Regressao 1 0,28 0,22 0,22 0,28 0,22 0,22 0,089 0,300 0,135
Residuo 9 0,70 1,61 0,74 0,08 0,18 0,08
Total 10 0,98 1,83 0,96
Coeficientes Erro padrio valor-P Intervalos de confian¢a 95%
CQl CQI CqQI CQI CQI CQI CQI CQl CA CQI CQI CQI
061 AC 061CD 067CD 061AC 061CD 067CD 061AC 061CD 067 CD 061 AC 061 CD 067 CD
Intersecio 2,2899  2,3549  2,3479 0,1980 0,3005 0,2034 0,000 0,000 0,000 (1,842;2,738)  (1,675;3,034)  (1,887;2,808)
Inclinacao 0,0099 0,0087 0,0087  0,0052 0,0079  0,0053 0,089 0,300 0,135 (-0,002; 0,022)  (-0,009; 0,026)  (-0,003; 0,021)
63AC 63CD 65CD
R multiplo 0,29 0,29 0,15
R-Quadrado 0,09 0,09 0,02
R-quadrado ) 402 0,09
ajustado
Erro padrao 0,03 0,04 0,03
Observagdes 11 11 11
SQ MQ F de significagio
ANOVA gl 63AC 63CD 65CD 63AC 63CD 65CD 63AC 63CD 65 CD
Regressao 1 0,0005 0,0011 0,0002 0,0005 0,0011 0,0002 0,381 0,382 0,657
Residuo 9 0,0058 0,0114  0,0069  0,0006 0,0013  0,0008
Total 10 0,0063 0,0125 0,0071
Coeficientes Erro padrio valor-P Intervalos de confianca 95%
63AC 63CD 65CD 63AC 63CD 65CD 63AC 63CD 65CD 063 AC 063 CD 065 CD
Interse¢ao 0,3060 10,2822 10,2871  0,0180  0,0253 0,0197 0,000 0,000 0,000 (0,265;0,347)  (0,225;0,339)  (0,263; 0,350)
Inclinagdo 0,0004 0,0006 0,0002 0,0005 0,0007  0,0005 0,381 0,382 0,657 (-0,001; 0,002) (-0,001; 0,002) (-0,002; 0,001)

No Western blot nio houve alteracio de
reatividade quanto aos parametros de presenca e
intensidade das bandas nas amostras apos os ciclos
de C/D, quando comparados aos padroes de bandas
detectados na caracteriza¢do dos soros (Tabela 1). As
bandas puderam ser claramente observadas nas fitas de
nitrocelulose, mesmo apds os 60 ciclos de procedimento
de C/D. A invariabilidade de reatividade foi também
detectada na IFI quanto aos parametros de intensidade
ou auséncia de fluorescéncia, respectivamente, nos
soros anticorpos HIV positivo e negativo apds os 60
ciclos de C/D.

578

1505.indd 578

Os soros negativos para anticorpos anti-HIV
(lotes 063 e 065), incluidos na analise de estabilidade,
indicaram a auséncia de alteracido de reatividade apds
serem submetidos aos multiplos ciclos de C/D, a qual
foi evidenciada pela nao ocorréncia de reagoes falso-
positivas nas trés modalidades de ensaios de detec¢ao de
anticorpos anti-HIV.

DISCUSSAO

Osbiobancossao relevantes fontes deinformagéo

sobre as caracteristicas bioldgicas, bioquimicas,
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CQI 061 AC: y =2,2899 +0,0099*x; r = 0,5360; p = 0,0892; r? = 0,2873
CQI 061 CD: y =2,3549 +0,0087*x; r = 0,3445; p = 0,2996; r* = 0,1187
CQI 067 CD: y =2,3479 + 0,0087*x; r = 0,4799; p = 0,1352; r2 = 0,2303

DO/CO

“e. CQI061AC
"= CQlI061CD
“s._CQI 067 CD

0 10 20 30 40 50 60 70
ciclos de congelamento e descongelamento

Figura 1. Grafico da analise de regressdo dos resultados médios (DO/
CO) das triplicatas das amostras de soros CQI 061 e CQI 067 subme-
tidas aos ciclos de congelamento e descongelamento e do soro CQI
061 armazenado a -20 °C (amostra de soro controle)

Ciclos CD: ciclos de congelamento e descongelamento; AC: amostra
controle que permaneceu a -20 °C; DO/CO: razdo entre a densidade
optica (DO) dividida pelo cut off (CO); r: coeficiente de correlagdo

clinicas e cientificas, os quais tém sido empregados
como importante ferramenta no desenvolvimento de
pesquisas clinico-laboratoriais de doencgas infecciosas
e de vacinas. Nesse contexto, o controle do processo
pré-analitico é fundamental para os soros estocados,
os quais serdo utilizados em estudos retrospectivos
e prospectivos ou para maximizar a informagdo de
resultado laboratorial.

Embora os sucessivos ciclos de congelamento
e descongelamento das amostras de soro nao tenham
demonstrado evidente alteracio na reatividade de
anticorpos anti-HIV que pudessem causar efeitos
adversos nos resultados, ha varios outros fatores que
induzem degradagdo das proteinas, como: tempo
de armazenamento, preparo de diluigdes de soros
(concentragdes), amostras com hemolise e contaminagéo
por micro-organismos. Por conseguinte, é recomendavel
armazenar os soros em pequenas aliquotas para evitar
situagdes que possam prejudicar os resultados dos
estudos.

Este estudo foi delineado com o propdsito
de investigar a invariabilidade das qualidades fisico-
bioquimicas e da caracteristica de reatividade dos
anticorpos anti-HIV em amostras preparadas para
controle de qualidade interno. Pelo fato desses soros
serem de baixa reatividade positiva, quaisquer alteragdes
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063 AC: y = 0,306 +0,0004*x; r=0,2937; p = 0,3807; r2 = 0,0863
063 CD: y =0,2822 + 0,0006*x; r = 0,2928; p = 0,3822; r> = 0,0857
065 CD: y =0,2871+ 0,0002*x; r=0,1512; p = 0,6573; r? = 0,0229
0,5

0,4

DO/CO

0,2

el “o. 063 AC

"= 063 CD
“s.. 065 CD

0,0

0 10 20 30 40 50 60 70
ciclos de congelamento e descongelamento

Figura 2. Grafico da andlise de regressao dos resultados médios (DO/
CO) das triplicatas das amostras de soros 063 e 065 submetidas aos
60 ciclos de congelamento e descongelamento e do soro 063 (amostra
controle) armazenado a -20 °C

Ciclos CD: ciclos de congelamento e descongelamento; AC: amostra
controle que permaneceu a -20 °C; DO/CO: razao entre a densidade
optica (DO) dividida pelo cut off (CO); r: coeficiente de correlagao

nos seus componentes sdo facilmente percebidas no
resultado final do ensaio. Pelo sistema de testes avaliados
no presente estudo, a reatividade dos anticorpos anti-
HIV foi mantida ao longo dos sucessivos ciclos de
congelamento e descongelamento (no méaximo de 60
ciclos), sem ocorréncia de reagdes falsamente positivas
e negativas. O padrdo de estabilidade dos soros quanto
a reatividade de anticorpos anti-HIV permaneceu
inalterado.

A realizagao de testes de detecgdo de anticorpos
anti-HIV ¢é especificamente complexa pelas implicagdes
social e médica causadas perante falso diagndstico
laboratorial. Por conseguinte, ¢é imprescindivel a
inclusdo de amostras de controle de qualidade interno
em cada ensaio sorologico especifico executado nos
laboratdrios. Para tanto, é crucial a estabilidade dos
constituintes do soro e da reatividade dos anticorpos
especificos nas amostras de controle de qualidade
interno utilizadas.

Nesse contexto, os conjuntos de amostras de
soro utilizados como controle de qualidade interno nos
ensaios sorologicos anti-HIV e pelo monitoramento
dos lotes produzidos e distribuidos aos Laboratérios
inscritos no Programa de Controle Qualidade Interno,
bem como o sistema de uso dessas amostras para tal
objetivo conforme as diretrizes estabelecidas pelo
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manual técnico do TAL, estdo adequados e confidveis
para a finalidade planejada.

CONCLUSAO

Em concluséo, o presente estudo demonstrou
que o processo de congelamento e descongelamento
das amostras de soro nao afetou a estabilidade,
quando foram analisadas por meio de diferentes
metodologias soroldgicas de detecgao de anticorpos
anti-HIV.

Embora nesta investigagdo ndo tenham sido
realizados a dosagem de imunoglobulinas e os testes de
diferenca de ligagdo antigeno-anticorpo, foi evidenciado
por meio dos resultados obtidos nas diferentes
metodologias utilizadas que os ciclos de C/D aplicados
ndo interferiram no desempenho das amostras quanto
a reatividade de anticorpos. Para as amostras de soros
estudadas, ndo houve ocorréncia de reacoes falsamente
negativas e resultados falso-positivos, o que indica
a estabilidade dos soros apds serem submetidos aos
sucessivos e diferentes ciclos de C/D.

Este estudo demonstra a estabilidade dos
anticorpos mesmo apds 60 ciclos de congelamento
e descongelamento desses soros, principalmente na
deteccao de anticorpos policlonais por meio de ensaios
imunodiagndsticos, embora algumas proteinas tenham
porventura sido degradadas parcialmente. Enfatiza-
se que, neste estudo, foi realizado o procedimento de
ciclos de C/D em numero de vezes (60 ciclos) maior do
que aquele realizado rotineiramente nos laboratérios,
0 que torna possivel o emprego de soros congelados de
biobancos para pesquisas futuras, também o seu uso
como amostras de controle de qualidade interno.

A garantia de qualidade e a confiabilidade
dos resultados em ensaios clinico-laboratoriais tém
sido prioridades em laboratérios de pesquisa e de
diagndstico. A qualidade das amostras constituintes de
painéis de soro para prepara¢do de material de controle
de qualidade interno esta diretamente associada aos
seguintes fatores: processo pré-analitico da amostra,
mecanismos de degradacaio da amostra durante
armazenamento e metodologias analiticas empregadas
para a andlise. A estabilidade dos anticorpos no soro
em analise é o pré-requisito para o sucesso de trabalhos
de pesquisa, pois constitui um importante pardmetro
indicativo do grau de conservagdo da amostra e valida
os resultados obtidos.
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