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PADRONIZAÇÃO DO RADIOINUNOENSAIO DE TIREOTKOF1NA HUMANA E SUA

APLICAÇÃO A PURIFICAÇÃO DO HORMÔNIO PARA O PREPARO DE REAGENTES

DO ENSAIO

LIN HUI L1N

RESUMO

Padronizaram-se as diferentes etapas para o

rBdioimunoensaio de tireotrofina humana, efetuando-se a radio-

iodaçâo pelo método de Cloramina T e a purificação do marcado em

gel de Sephadex G-100. A separação das frações 1içadas e livres

foi realizada pela precipitação da fração ligada pelo polieti-

leno glicol.

A análise dos parâmetros de controle de qualidade do

ensaio demonstrou a adequação do método para dosagem de extratos

hipofisários, apresentando um intervalo de determinação bastante

amplo.

Realizou-se purificação de tireotrofina a partir de

uma das frações colaterais, obtidas durante a extração do

hormônio de crescimento, com objetivo de se obter um reagente

puro para uso em radioimunoensaio. O protocolo de purificação

foi adaptado do método descrito por Roos e cols.. o qual envolve

as seguintes etapas:

1. Cromatografia de exclusão molecular em gel Sephadex

G-100.

2. Cromatografia de adsorçào em hidroxjlapatiia.

3'. Cromatograf ia de troca iônica em SP-Sephadex C-50.

Avaliou-se o emprego do hormônio obtido como traçador

do radioimunoensaio em comparação com aquele preparado a partir

do hormônio obtido do NIDDKD, EU.A.. Os resultados indicam que.

embora não tenha sido possível obter um hormônio com rrau de



pureza adequado para ser eapregado coao traçado;, criou-se

experiência suficiente para o isolamento de tireotrofina que

poderá ser empregado no preparo de padrão secundário e de

anticorpos específicos para o radioinunoensaio.



STANDARDIZATION OF HUMAN THYROTROPIN RAD101 IMUNOASSAV AND ITS

APPLICATION TO THE PURIFICATION OF THIS HORMONE TO THE

PREPARATION OF THE ASSAY REAGENTS

LIN HUI LIN

ABSTRACT

The various ' steps that are necessary for setting up

the th>rotropin radioimmunoassay are presented below. Radio-

iodination was carried out through the Chloramine T method and

the labeled purification performed on Sephadex G-100.

The analysis of the assay quality control parameters

demonstrated the adequacy of the method to measure thyrotropin

in human hypophyseal extracts, presenting a useful wide

determination range-

Purification of human thyrotropin from side fractions

obtained during the purification of growth hormone was carried

out in order to obtain a pure reagent for use in the radio-

ianunoassay. The purification procedure was adapted according to

the method described by Roos et al-, which involves the

following steps:

1. Molecular sieve chromatography on Sephadex G-100.

2. Adsorption chromatography on hydioxilapatite.

3. Ion exchange chromatography on SP-Sephadex C-50.

The employment of the hormone obtained was evaluated

as the radioiamunoassay tracer in comparison with that prepared

from the hormone received from the NIDDKD, U.S.A..

The results Indicated that although it was not

possible to obtain a hormone with a purity degree adequate to be

used as the tracer, enough experience was acquired for the

isolation of thyrotropin so that it could be employed in the

preparation of the secondary and the specific antibodies for the

r a d i O J ir.rr jrioar. r.fiv .
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X .

A tireotrofina (TSH) pertence a classe dos hormônios

glicoprotéicos, onde estão incluídos os hormônios gonadotróficos

tanto placentário, como a gonadotrofina coriônica (CG), quanto

hipofisários: foiiculptrofina (FSH) e luteotrofina (LH) (75).

Esses hormônios, apesar de apresentarem funções fisiológicas

diversas, possuem estreita semelhança estrutural entre si e são

os hormônios protéicos mais complexos conhecidos até o presente.

Eles derivam da evolução bioquímica do aesmo locus gênico, sendo

formados por duas cadeias glicoprotêicas denominadas subunidades

A e B . A subunidade A desses quatro hormônios é codificada por

um gene comum (36) e contém determinantes antigênicos similares,

enquLnto que as subunidades B possuen. epi topos hormoriio-

específicos que conferem a especificidade funcional para os

hormônios respectivos (24).

Essas subunidades são unidas por ligações não

covaJentes, tais como as ligações hidrofobicas, iónicas e pontes

de hidrogênio, sendo indicada pela dissociação em ácido

propiónico que a interação hidrofobica é a mais importante para

estabilizar as moléculas do TSH (53). A subunidade A apresenta

cinco pontes dissulfeto e a subunidade B seis (75).

O TSH humano (hTSH) possue peso molecular de aproxima-

damente 29.000 daltons, contém 89 resíduos de aminoacidos na

cadeia A e 112 resíduos na cadeia B (Figura 1). Os aminoacidos

terminais da subunidade A são a valina e a serina, e o peso

molecular, calculado a partir da seqüência de aminoacidos e do

carboidrato desta subunidade, é de 14.400 daltons. A subunidade B

tem como aminoacidos terminais a fenilalanina e a tirosina e

apresenta peso molecular de 14.500 daltons (89). Essas duas



HNN-VAL-GLN-ASP-CYS-PRO-GLU-CYS-THR-LEU-GLN-GLU-ASN-PRO-PHE-PHE-

SER-GLN-PRO-GLY-ALA-PRO-ILE-LEU-GLN-CYS-MET-GLY-CYS-CYS-PHE-

SER-ARG-ALA-TYR-PRO-THR-PRO-LEU-ARG-SER-LYS-LYS-THR-MET-LEU-

VAL-GLN-LYS-ASN-VAL-THR-SER-GLX-SER-THR-CYS-CYS-VAL-ALA-LYS-

CHO
SER-TYR-ASN-ARG-VAL-THR-VAl-MET-GLY-GLY-ME-LYS-VAL-GLU-ASN-

CIIO
HI5-THR-ALA-CYS-HIS-SER-CYB-THR-CYS-TYR-TYR-H1S-LYS-SER-COOH

SUBUNIDADE A

HhN-PHE-CYS-ILE-PRO-THR-GLU-TYR-MET-THR-HI^-ILE-GLU-ARG-ARG-GLU-CYS-

ALA-TYR-CYS-LEU-THR-ILE-ASN-THR-THR-ILE-CYS-ALA-GLY-TYR-CYS-MET-
CHO
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PRO-GLY-CYS-PRO-LEU-HIS-VAL-ALA-PRO-TYR-PHE-SER-TYR-PRO-VAL-ALA-

LEU-SEP-CYS-LY5-CYS-GLY-LYS-Cr5-ASP-THR-A5P-TYR-SER-ASP-CYS-lLE-

HIS-GLU-ALA-ILE-LYS-7HR-ASN-TYP-CYE-THR-LYS-PR0-GLN-LYS-5ER-TYP.-C00H

SUBUNIDADE B

m 1. Seqüência de si» i nose i dos els t i reot ro f i na human» (89).



subunidades são sintetizadas separadamente e unidas previamente

ao acoplamento das cadeias glicídicas (25).

A porção glicídica do TSH refere-se a 16% de seu peso

molecular, sendo constituída de D-manose, D-galactose, L-fucose,

ácido N-acetilneuraminico, D-glucosamina e D-galactosamina (7S).

A suburwdade A possue duas cadeias laterais de carboidratos

ligadas ao ami noacido asparagina nas posições 49 e 75, enquanto

que na subunidade B somente uma cadeia lateral de carboidrato

esta ligada a este mesmo aminoácido na posição 23 (B9). A hete-

rogeneídade dos carboidratos constituintes dos hormônios glico-

protéicos confere diferenças quanto a afinidade do hormônio ao

receptor e quanto a sua potência biológica (25).

Já foram identificados, pelo emprego de anticorpos

monoclonais, cinco epitopos diferentes eni cade eubunidade do

hTSH, sendo um epitopo da subunidade B também expresso no TSH

bovino (32). Alem disso, verificou-se que a deglicosilaçào das

subunidades do hTSH tem pouco efeito sobre sua ligação com os

anticorpos, enquanto que a redução das pontes dissulfeto altera

notavelmente esta ligação. Isto sugere que a conformação

molecular dada por estas pontes seja essencial para a

antigenicidade das subunidades e do próprio hormônio (32).

Quando analisado pele eletroforese em gel de poliacri-

lamida (EGPA), o hTSH mostrou ser bastante heterogêneo

(24,84,54), apresentando ate cinco componentes com pontos isoele-

tricos variando entre 7,25 (I) a 5,18 (V), (79).

0 TSH e sintetizado em células especializadas da ade-

nohipófise, localizadas especialmente na borda mucoide central da

glândula, denominadas células tireotróficas. Essas células são

grandes e de forma poliédrica, constituindo 5 a 15% das células

hipofisérias. Elas contêm pequenos gránulos de secrecão que



variam de 50 a 100 nm de diâmetro e possuem densidade eletrônica

difusa (25).

A hipófise humana contem cerca de 100 a 150 ug de TSH.

Em condições normais, em que a taxa de secreção do TSH e da

ordem de 50 a 200 ug/dia, existe um excesso na síntese da

subunidade A, cujas cadeias livres podem ser determinadas no

toro. No entanto, uma pequena quantidade de subunidade B livre

pode ser detectada apenas em condição de hipersecreçáo deste

hormônio, característica do hipotireoidismo, com taxa de

secreção de 1000 ug/dia (25).

O TSH exerce sua ação na glândula tireóide, onde

regula uma serie de processos bioquímicos e fisiológicos que

resultam na síntese e secreção dos hormônios tiredideos . Na

tireóide ele se liga aos receptores de superfície celular,

aumentando o conteúdo celular da AMP cíclico via adenilato

ciclase. A subunidade B e' a responsável pela especificidade da

ligação aos receptores celulares, enquanto que a subunidade A

pode estar mais diretamente envolvida na ativação da adenilato

ciclese (38).

A secreção e os níveis sericos do TSH são regulados

por dois mecanismos, um deles denominado de retroalimentação

positiva e o outro, negativa. 0 primeiro e mediado pelo hormônio

liberador do TSH (TRH), o qual estimula a síntese, a secreção e

a glicosilaçáo do TSH; enquanto que o segundo e exercido pelos

hormônios tireoidecs , que inibem não apenas a síntese e a

secreção do TRH, como também inibem diretamente a síntese e a

secreção do TSH (14).

A dosagem do hTSH e de grande importância para avaliar

anomalias da função tireoideana e principalmente, realizar o

diagnostico diferencial entre o hipotireoidismo primário e c



secundário (25). Sua estimativa e também de particular interesse,

quando associada a determinação de tiroxina (T4), para o

diagnóstico precoce do cretinismo em recém-nascidos (67). Ale'm

disso, e' empregada no diagnostico de tumores hipofisários e

hipotalamicos, de doenças granulomatosas acometendo a hipófise e

outras (27). Juntamente com os hormônios tireóideos , o ensaio

do TSH representa a medida hormonal mais freqüentemente realizada

nos laboratórios de análise clínicas.

Porem, a concentração baixa do TSH na hipófise, aliada

a estreita similaridade estrutural com os demais hormônios glico-

protêicos tem dificultado sua extração, caracterização e

dosagem. Muito esforço tem sido despendido, portanto, no

desenvolvimento e refinamento de técnicas para extraí-lo,

purifíca-lo e quantifica-lo.

Como se sabe, o surgimento da endocrinologia como área

do conhecimento foi motivado pelo aparecimento de métodos que

possibilitaram a medida dos hormônios. Esses métodos eram, quase

sen exceção, bioensaios, que apesar de serem definidos como

funcionalmente específicos, apresentavam alguns problemas intrín-

secos tais como: pouca praticabi1 idade, limitações de sensibili-

dade e especificidade. Essas limitações foram em parte

solucionadas com a evolução da metodologia, que passou a

utilizar órgãos e tecidos isolados, bem como células isoladas.

Entretanto, apesar dos melhoramentos obtidos com as

evoluções metodológicas do bioensaio, nao foi possível atingir

sensibilidade e praticabi1 idade satisfatórias; o que levou ao

desenvolvimento de ensaios ditos estruturalmente específicos, que

mediam uma determinada estrutura química, supostamente

característica de um hormônio. Tais ensaios eram em geral

relativamente 6imples, cote razoável sensibilidade, mas pouco



específicos Suas limitações foram superadas con o surgisento, no

final da de'cada de 50, de um novo princípio de ensaio que veio

revolucionar quase todas as áreas do conhecimento medico, em

particular a endocrinologia, área na qual ele surgiu.

Esses ensaios foram definidos genericamente como

ensaios em que o componente discriminador (anticorpo, proteína

ligadora ou receptor) esta' presente em quantidade limitada e

saturado. A substância a ser medida ou um padrão conhecido

compete com uma quantidade limitada da mesma substância marcada

pelos sítios de ligação (limitados) de um agente ligante, q>ie e'

o componente discriminador. A quantidade de substância marcada

que se une ao agente ligante e' inversamente proporcional a

quantidade do padrão ou da substância a ser medida, presente no

meio. Através do comportamento dos padrões pode-se construir uma

curva de dose-resposta, baseando-se sempre na medida de uma das

frações marcadas, a que permanece unida ao agente ligante ou a

que permanece livre, após ambas serem separadas por um agente

separador qualquer (8).

Os primeiros trabalhos descritos com base nesse princí-

pio foram os de Yalow e Berson (104) e os de Ekins (31). Esse

método recebeu o nome de radioinunoensaio (RIE) por empregar

antígenos marcados com radioisòtopos e anticorpos. A simplicidade

operacional dessa técnica permitiu sua ampla aplicação para a

determinação de um grande número de substâncias, fossem elas

hormonais ou não. Com a evolução dos imunoensaios, outros

métodos baseados nos princípios do RIE foram desenvolvidos,

visando aumentar sua sensibilidade e praticabi1 idade, tais como

os ensaios imunorradiométricos (IRMÃ) (66,1), enzimaimunoensaios

(E1A) (35,34,67) e fluorimunoensaios (FIA) (93,60,78,29).

Nesse sentido, antes do advento do RIE, us procedimen-



tos empregados para medir o TSH no BOTO humano eram métodos

biológicos e como tais, alem de não permitirem o processamento de

um grande numero de amostras, eram destituídos de sensibilidade e

especificidade adequadas. Consequentemente, seus resultados nem

sempre eram fidedignos.

A partir da' obtenção do hTSH de pureza elevada por

Condliffe, em 1963 (22), e o subsequente desenvolvimento de

anticorpos anti-hTSH em animais de laboratório (101), tornou-se

possível o desenvolvimento de um RIE sensível e específico para

este hormônio, baseado no princípio do imunoensaio descrito por

Yalov. e Berson.

Ode 11 e col6. em 1964 (69) descreveram o primeiro

método radioimunologico para dosagem do TSH, no qual emprepavan a

precipitação alcoólica da fração ligada para separá-la da

fração livre. A seguir, foram relatados novos métodos, em que

eram solucionados diversos inconvenientes encontrados, permitindo

o processamento simultâneo de um grande número de amostras em

tempo relativamente curto e com grau de confiabilidade elevado

(99,70,66,100,63,72,39,73,50,82) .

Esses ensaios foram suficientemente sensíveis para

medirem concentrações elevadas do TSH, porem, a distinção entre

concentrações normais e diminuídas so' foi conseguida apôs serem

introduzidas varias modificações nos RIEs. Com a recente

introdução dos IRMAs (18,85,6) e dos FIAs (58,77), que sâo

métodos com sensibilidade e praticabilidade elevadas, capazes de

diferenciar níveis abaixo da normalidade daqueles normais, houve

um grande avanço no diagnóstico das doenças tireoideanas.

A grande demanda de TSH, decorrente do desenvolvimento

desses ensaios, levou a realização de vários estudos sobre a

obtenção de TSH, com grau de pureza adequado para ser empregado



como reagente dos imunoensaios.

Os primeiros trabalhos referentes a extração do TSH

foram relatados no início da década de 30 por Janssen e Loeser

(56) e por Junkmann e Schoeller (57), que haviam desenvolvido um

método histoldgico para o ensaio biológico desse hormônio. Nos

anos seguintes, muitos'experimentos foram conduzidos e diferentes

ensaios biológicos foram desenvolvidos com o propósito de isolá-

lo.

No entanto, foi 6 omen te na década de 50, com o emprego

da cromatografia de troca iônica em Amberlite IRC-50 para a

purificação de proteínas, que Heideman (43) isolou o TSH bovino

com potência elevada. A obtenção do TSH bovino foi seguida da

purificação do hormônio humano, ovino, de baleia e porcino (75).

Condliffe e cols. (23), em 1959, empregando a resina de

celulose para a purificação de TSH e LH bovinos, evidenciaram

que os hormônios glicoprotéicos humanos também poderiam ser

separados por essa mesma resina. Portanto, em 1963, Condliffe

purificou o hTSH através de cromatografias de troca iônica em

DEAE-Celulose e CM-Celulose, partindo de frações colaterais

obtidas no isolamento do hormônio de crescimento (GH) (22).

Com base nesses resultados, outros trabalhos foram

realizados empregando essas mesmas cromatografias e visando

isolar uto número maior de hormônios, a partir de um mesmo extrato

hipof isa'rio.

Assim sendo, Par low e cols. (71) em 1965, purificaram

os hormônios glicoprotéicos hipofisários humanos (TSH, LH, FSH),

a partir de produtos colaterais obtidos durante a extração do

GH. Bates e cols. (5), em 1968, introduziram a extração

alcóolica, que inibe a ação das enzimas presentes nos extratos

hipoíisários, permitindo assim o isolamento do hTSH cot



rendimento elevado. Torjesen e cols. (97), em 1974 e Hartree

(42), em 1975, empregando o processo de fracionamento com etanol

também obtiveram, con rendimento adequado os hormônios

glicoprotêicos hipofisarios e o GH.

Roos e cols. (84) em 1975, utilizando as frações co-

laterais provenientes- da extração do GH como material de

partida, purificaram o hTSH através de cromatografias em resinas

outras que as celulosicas: Sephadex G-100, hidroxilapatita e SP-

Sephadex C-50.

Ainda na década de 70, outros autores, baseando-se na

capacidade da concanavalina-A ligar-se a carboidratos, isolaram o

TSH bovino (7) e o de baleia (98).

Chapman e cols. (19), em 1981, tendo como objetivo a

obtenção dos hormônios hipofiserios para fins terapêuticos e

partindo de hipófises congeladas, extraíram os diversos hormônios

hipofisarios variando o pH do extrato e precipitando as proteínas

com sal neutro (sulfato de amònio). Este procedimento, seguido de

purificação através de cromatografias de exclusão molecular

(Sephadex G-100) e de troca iônica (CM-celulose e DEAE-celulose),

maximizou o rendimento obtido na purificação do GH e forneceu

rendimento apropriado no isolamento dos hormônios glicoprotêicos.

A introdução de técnicas cromatograficas mais

eficazes, tal como a cromatografia líquida de alta eficiência

(HPLC), possibilitou a obtenção, nua curto período de tempo, do

hTSH altamente purificado (95,16).

O aparecimento das cromatografias de imunoafinidade

também permitiu o isclamento do hTSH com grau de pureza elevado.

Deste modo, Pekoncn e cols. (74), em 1980, empregando anticorpos

policlonais produzidos em coelhos, isolaram o hTSH a partir de

soro de pacientes portadores de hipotireoidismo. Mais recente-
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•ente. Jack e cols. (51,52) utilizando anticorpos aonoclonais,

que EBO altaaente específicos, obtiveraa os horaônios glicopro-

têicos hipofisários humanos através de usa única etapa de purifi-

cação para os respectivos hormônios.

Álea desses estudos sobre a obtenção do TSH íntegro,

outras investigações ja fora» conduzidas, COB êxito, para isolar

e caracterizar suas subunidades (88,55).

Pode-se concluir pelo supra exposto que a obtenção de

hTSH em nosso meio e' bastante desejável, pois, por não ser produ-

zido comercialmente no Brasil, o hormônio puro e importado a

preço elevado (cerca de US* 415,00 o frasco contendo 100 ug),

(17).

O hTSH purificado constitui, portanto, matéria-prima

fundamental para o desenvolvimento de seus imunoensaios, servindo

de ponto de partida para o preparo de traçadores (radioativos ou

não).preparações padrão,bem como para a produção de anticorpos

específicos (mono e policlonais).



11

PROPÓSITO.

O presente trabalho ten por objetivo contribuir para a

obtenção do hTSH em nosso aeio, visando a substituição de

produtos inportados empregados na construção de seus imunoen-

saios. ,

Tal contribuição refere-se:

- Ao desenvolvinento e padronização de um RIE espe-

cífico para a determinação do hTSH nos extratos hipofisários.

- A avaliação do emprego de preparações cruas, prove-

nientes da extração do GH, para o isolamento do hTSH.

- Ao estudo da adequação do hTSH isolado no preparo de

reagentes do RIE, mediante comparação com o hormônio

importado.



12

2. MATERIAIS

2.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

- Agitador magnético, modelo 257, marca Fanem, Sao paulo.

- Agitador mecânico do tipo "vortex", modelo AT 56, marca

Phoenix, São Paulo.

- Balança analítica com precisão de 0,01 mg, modelo H20T,

marca Nettler, Zurique, Suíça.

- Balança semi-analítica com precisão de 0,1 g, modelo

P1000N, marca Mettler, Zurique, Suíça.

- Balões volumetricos de vários volumes, marca Pyrex, Sao

Paulo.

- Béqueres de vários vai umes, marca Pyrex, São Paulo.

- Bomba peristáltica, modelo 4912A, marca LKB, Estocolmo,

Suécia.

- Bomba de vácuo, modelo XX-6000000, marca Millipore,

Redford, E.U.A..

- Centrífuga refrigerada automática, modelo Super Speed RC-

2B, marca Sorvall, Connecticut, E.U.A..

- Centrífuga refrigerada automática, modelo PR-2, marca

International Equipment Company, Boston, E.U.A..

- Coletor de frações automático, modelo Ultrorac 7000,

marca LKB, Estocolmo, Suécia.

- Colunas cromatográficas de vidro de vários tamanhos, merca

Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia e construídas

nas oficinas do 1PEN-CNEN/SP, Sao Paulo.

- Contador gama, tipo poço com detector de Nal(Tl), modelo
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4000, marca Becknan, Fullcrton, E.U.A..

Contador gama, tipo poço com detector de Na](TI), modelo

1185, marca Nuclear Chicago, Illinois, E.U.A..

Cuba eletroforetica de acrílico, marca Técnica Permatron,

Sao Paulo.

Densitômetro, modelo Scan 400, marca Joyce Loebl, Londres,

Inglaterra.

Espectrofotometro, modelo PQM II, marca Carl Zeiss,

Oberkochen, República Federal da Alemanha.

Fonte de alta tensão, marca Técnica Permatron, Sao Paulo.

Frasco de ultrafiltração, modelo 202, marca Ami con,

Massachusets, E.U.A..

Freezer a baixa temperatura (ate -40*C), marca Metalfrio,

Sáo Paulo.

Homogeneizador, modelo 60K, marca Virtis, Nova York,E.U.A.

Impressora, modelo Emilia PC, marca Elebra, Sao Paulo.

Impressora, modelo TY33, marca Teletype, Illinois, E.U.A..

Impressora, modelo 80 F/T, marca Grafix, São Paulo, .

Lâmpada fluorescente de 15W, marca Philips, são Paulo.

Liofilizador, modelo ML-LIO-3, marca Metaliux, Sao Paulo.

Membrana de ultrafiltraçao, DIAFLO PM 10, marca Amicon,

Massachusets, E.U.A..

Microcomputador, modelo I-7000PCxtII, marca Itautec, São

Paulo.>

Micropipetes de vários volumes, marca Clay Adams, New

Jersey, E.U.A..

Peagómetro, modelo B371, marca Micronal, Sao Paulo.

Pipetas automáticas de diversos volumes, marca Oxford,
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Foster City, E.U.A..

Pipetas automáticas reguláveis de vários volumes, marca

Eppendorf, Hamburgo, Republica Federal da Alemanha.

Pipetas sorológicas e volumétricas de va'rios volumes,

•arca Pyrex, Sao Paulo.

Provetas de vários volumes, marca Pyrex, São Paulo,

Refrigerador, marca Frigidare, São Paulo, .

Registrador, modelo 28000, marca Bryans, Londres,

Inglaterra.

Repipetador automático, marca Eppendorf, Hamburgo,

República Federal da Alemanha.

Seringa de 5 ul, marca Hamilton, Reno, E.U.A..

Segmentador de gel ("gel-slicer"), modelo 190, marca Bio

Rad, California, E.U.A..

Suportes para tubos de ensaio, construídos nas oficinas do

IPEN-CNEN/SP, São Paulo.

Tubos cilíndricos de vidro, 4 x 110 mm, para ooldagem do

gel de poliacrilamida, construídos nas oficinas do IPEN-

CNEN/SP, Sáo Paulo.

Tubos de ensaio de polipropileno, 12 x 75 mm, marca Entel,

Sao Paulo.

Tubos de ensaio de vidro, 10 x 75 mm, marca Vidrolabor,

Sao Paulo.
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a . 2 . RBAOBNTBS BIOLOOICOS :

- Albumina bovina (AB) fração V em po (n* A-8022), Sigma

Chemical Company, St. Louis, E.U.A..

- AlbuBina bovina fração V Ria Grade •• po' (n« A-7888),

Sigma Chemical Company, St. Louis, E.U.A..

-Anticorpo anti-hTSH: NIDDKD-anti-hTSH-3 (AFP-C611818),

produzido em coelhos e obtido por doação do National

Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases

(N1DDKD), E.U.A..

- hTSH empregado para radioiodaçao: NlDDKD-hTSH-I6 (AFP

8770-B), obtido por doação do NIDDKD, E.U.A..

- hTSH utilizado como padrão: MRC Research Standard A

(63/14), obtido por doação do Medical Research Council

(MRC), Inglaterra.

- hTSH utilizado como amostra controle: NIDDKD-hTSH-RP-1

(LER 1952) obtido por doação do NIDDKD, E.U.A..

- Segundo anticorpo produzido em cabras anti-gama globulina

de coelho, Radioassay System Laboratories, Inc. (Lote * :

2R2MBC), California, E.U.A.

- Soro de coelho normal (SCN).

- Soro humano normal (SHN), proveniente do Banco de Sangue

do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de São Paulo.
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S.9. PRODUTOS QUÍMICOS

- Ácido clorídrico concentrado, P.A. Merck, São Paulo.

- Ácido 5,5-dietilbarbiturico, P.A. Merck, São Paulo.

- Ácido etilenodiaminotetraacetico (EDTA), P.A. Cario Erba,

São Paulo.

- Acrilamida 97%, Bio Rad, California, E.U.A.

- Az ida sodica, Merck, São Paulo.

- Azul de bromofenol, Merck, São Paulo.

- Azul dextran 2000, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,

Suécia.

- Bacitracina, Inlab, São Paulo.

- Benzoato de p-hidroximercúrio, Sigma Chemical Company, St.

Loui s , E.L.A..

- Bi carbonato de sódio, P.A. Cario Erba, São Paulo.

- Cloramina T, P.A. Merck, Sáo Paulo.

- 5,5-dietiIbarbiturato de sódio. P.A. Merck, São Paulo.

- Fluoreto de fenilmetilsulfoni1 (PMSF), Sigma Chemical

Company, St. Louis, E.U.A..

- Fosfato de potássio monobásico e bibásico, P.A. Merck, São

Paulo.

- Fosfato de sódio monobáeico e bibásico, Merck, Sao Paulo.

Glicina, P.A. Merck, Sáo Paulo.

- Hidroxilapatita esferoidal, BDH Chemicals, Dorset, Inglaterra.

- Hidróxido de sódio, P.A. Cario Erba, São Paulo.

- Iodeto de potássio, P.A. Merck, Sao Paulo.

- Manitol, Farma'cia do HCFMUSP.

- Metabissulfito de sódio, P.A. Merck, Sâo Paulo.
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Nal251 em hidróxido de sódio 0,1 N, New England Nuclear,

Boston, E.U.A..

N-etilmaleimida, Fluka, São Paulo.

N,N'-metileno-bis-acrilamida (Bis-acrilamida), P.A. Bio

Rad, California, E.U.A..

N,N,N',N'-tetrametilenodiamina (TEMED), P.A. Bio Rad,

California, E.U.A..

Polietileno glicol (PEG) 6000, Atlas, São Paulo.

Reativo de Foiin-Ciocalteu 1,75 N, Queel, São Paulo.

Riboflavina, Roche, São Paulo.

Sacarose em cristais, P.A. Merck, São Paulo.

Sephadex G-100, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia.

SP-Sephadex C-50, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,

Suécia.

Sulfato de amònio, P.A. Reagen, São Paulo.

Sulfato de cobre pentahidratado, P.A. Reagen, São Paulo.

Tartarato de sódio, Hoechst, Sáo Paulo.

Tiomersal, Queel, São Paulo.

Trasylol (10.000 KUI/ml), Bayer, São Paulo.

Tris-hidroximetil-aminometano (TRIS) P.A. Merck, são

Paulo.



2 . 4 . 8OLUCOBB :

2 . 4 . 1 . BOLUÇÕBS EMPRESADAS NA RADIOIODACAO DO

hTSH :

- Fosfo-salina (tampão fosfato de sódio 0,01 M , 7,6, NaCl

0,15 M e tiomersal 0,01%):

Fosfato de sódio monobásico hidratado 0,18 g

Fosfato de sódio bibásico bihidratado. . 1,55 g

Cloreto de sódio 8,50 g

Tiomersal 0,10 g

Água destilada q.s.p 1,00 1

- Tampão fosfato de sódio 0,5 M , pH 7,4:

Fosfato de sódio monobásico monohidratado 12,97 g

Fosfato de sódio bibásico dodecahidratado 145,07 g

Água destilada q.s.p 1,00 1

- Tampão fosfato de sódio 0,05 M , pH 7,4:

Preparado a partir do tampão fosfato de sódio 0,5 M, pH

7,4, diluído 10 vezes em água destilada.
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S . * . 2 . SOLUcXo RMPRBOADA NA PURIFICAÇÃO t>O

hTSH RADIOIODADO

( cronatocraf 1 • mm S*x»>*AC&*ac O-lOO) :

- Tampão fosfato de sddio 0,05 M , pH 7,4 (conforme prepara-

do para radioiodação), contendo 0,1% de AB e 0,02% de

azida sódica:

AB 1,00 g

Azida eódica 0,20 g

Tampão fosfato de sddio 0,05 M , pH 7,4 q.s.p...l,00 1

2 . 4 . 3 . SOLUÇÕES BMPREOADAB NA. ELETKOFORESE

EM OEL DE POLIACRILAMIDA :

- Ácido clorídrico 1 N: 9 ml do concentrado para 100 ml de

água destilada.

- Solução A, pH 8,9:

TRIS 36,60 g

TEMED 0,23 ml

Ácido clorídrico 1 N 48,00 ml

Água destilada q.s.p 100,00 ml

- Solução C:

Acrilamida 28,00 g

Bis-acri lanida 0, 74 g

Água destilada q.B.p 100,00 ml

- Solução E:

Riboflavina 4,00 g

Água destilada q.s.p 100,00 ml
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- Solução P:

Sacarose 20,00 g

Água destilada q.s.p 100,00 ml

- Solução para polimerizaçao (poliacrilamida a 7%):

Solução A 1,00 ml

Solução C 2,00 ml

Solução E 1,00 ml

Água destilada 4.00 ml

- Tampão TRIS-glicina 0,4 M , pH 8,3:

TRIS 6,00 g

Glicina 28,80 g

Água destilada q.s.p 100,00 ml

Diluído 10 vezes em água destilada imediatamente antes do

uso.

- Solução de azul de bromofenol: 0,1 mg em 100 ml de água

destilada.

2.4.4. SOLUÇÕES EMPREGADAS NO RIE DE hTSH:

- Fosfo-salina conforme preparada para radioiodação.

Adicionado 0,1% de AB Ria Grade "a soluação imediatamente

antes do uso.

- Solução de EDTA 0,1 N: 18,61 g em 500 ml de fosfo-salina.
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- Fosfo-Balina-EDTA:

EDTA 0,1 M 10,00 ml

Fosfo-salina q.B.p 100,00 nl

Adicionado IX de SCN è solução inediatamente antes do

uso.

2.4.6. BOLUCÕBB EMPRESADAS **A SEPARAÇÃO DO

RIB DE hTBH :

- Solução de NaCl 0,4 N: 11,69 g em 500 ml de água destila-

da.

- Tampão veronal 0,025 M , pH 8,6:

Ácido 5,5-dietilbarbitúrico 1,18 g

5, 5-dieti lbarbiturato de sódio 19,30 g

Água destilada q.s.p 1,00 1

Diluído 4 vezes em água destilada imediatamente antes do

uso.

- Solução de polietilino glicol (PEG) 6000 a 25X : 25 g em

100 ml dos respectivos tampões (veronal, fosfato ou

fosfo-salina).
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2 . 4 . B . BOLUCOEB EMPREGADAS NA DETERMINAÇÃO

PROTÊICA PELO MÉTODO DE LOWRY:

- Solução A:

Carbonato de sódio 2,00 g

Hidróxido de sddio 4,00 g

Água destilada q.s.p 100,00 ml

- Solução B:

Sulfato de cobre pentahidratado 1,00 g

Água destilada q.s.p 100,00 ml

- Solução C:

Tartarato de sódio 2,00 g

Água destilada q.s.p 100,00 ml



Solução reagente:

Solução A 100,00 Bi

Solução B 1,00 Bi

Solução C 1,00 ml

Preparada iaediataaente antes do uso.

- Reativo de Foi in 1 N: 10 BI para 17,5 BI de água destila-

da. Diluido iBediataaente antes do uso.

Z 4 . ? . SOLUÇÕES EMPREGADAS NA EXTRAÇÃO DO

hTSH:

- Tampão fosfato de EÓdio 0,02 M , pH 7,4:

Fosfato de sódio nonoba'sico hidratado 0,52 g

Fosfato de sódio bibásico dodecahidratado 5,80 g

. Água destilada q.s.p 1,00 1

- Tempão fosfato de sddío 0,03 K pH 6,2:

Fosfato de sódio monobasico hidratado 3,37 g

Fosfato de sódio bibásico dodecahidratado 2,00 g

Água destilada q.s.p .1,00 1

- Solução I:

Az ida sódica 0,20 g

EDTA 1,86 g

Trasylol 5,00 ml

Tampão fosfeto de sódio 0,03 M, pH 6,2 q.s.p.... 1,00 1
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Solução II:

N-etilmaleimida 0,25 g

Benzoato de p-hidroxiaercúrio 0,72 g

Bacitracina 0,10 g

Tampão fosfato de sódio 0,03 M, pH 6,2 q.s.p...10,00 ai

Solução III:

PMSF 0,35 g

Etanol q.s.p 10,00 ml

Tampão de extração:

Solução I 250,00 ml

Solução II 1,00 ml

Solução III 1,00 ml

Solução IV:

EDTA 1,86 g

Azida sodica 0,20 g

Trasylol 5,00 ml

Água destilada q.s.p 1,00 1

Solução de hidróxido de sódio 1 N: 4 g em 100 ml de a'gua

destilada.

Solução de hidróxido de sódio 0,1 N: Preparada a partir

da solução hidróxido de sódio 1 N, diluída 10 vezes em

a'gua destilada.

Solução saturada de sulfato de amônio: 531 g em 1 litro

de água destilada.
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2 . « . B . BOLUÇOE8 BMPRBQAOA8 NA PUR IF* I CACAO E>O

EXTRATO H1POPIBARIO:

CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G - 1 0 0 :

- Fos fo - sa l ina (tampão f o s f a t o de potáss io 0,1 M , pH 7 ,0 ,

NaCl 0 , 3 M):

Fosfato de potáss io monoba'sico 5,31 g

Fosfato de potáss io bi bás ico 10,62 g

Cloreto de sódio 17,55 g

Água d e s t i l a d a q . s . p 1,00 1

CROMATOGRAFIA EM HIDROXILAPATITA:

- Solução A:

Fosfato de potássio monobásico 0,E M: 68,04 g em 1 litro

de água destilada.

- Solução B:

Fosfato de potássio bibásico 0,5 M: 87,09 g em 1 litro de

água destilada.

- Tampão fosfato de potássio 0,03 N , pH 7,0:

Solução A 23,10 ml

Solução B 36,90 ml

Água destilada q.s.p 1,00 1

- Tampão fosfato de potássio 0,05 M , pH 7,0:

Solução A 19,25 ml

Solução B 30,75 ml

Agua desti lada q.s.p 500,00 ml



- Tampão fosfato de potássio 0,2 M , pH 7,0:

Solução A 78,00 ml

Solução 6 122,00 ml

Água destilada q.s.p 500,00 ml

- Tampão fosfato de potássio 0,5 M , pH 7,0:

Solução A 195,00 ml

Solução B 305,00 ml

Água destilada q.s.p 500,00 ml

CROMATOGRAFIA EM SP-SEPHADEX C50:

- Tampão fosfato de potássio 0,005 N , pH 7,0:

Preparado a partir do tampão fosfato de potássio 0,5 M, pH

7,0, descrito na cromatografia em hidroxilapatita, diluído

100 vezes.

- Tampão fosfato de potássio 0,02 M , pH 7,0:

Preparado a partir do tampão fosfato de potássio 0,2 M, pH

7,0, descrito na cromatografia em hidroxilapatita, diluído

10 vezes.

- Tampão fosfato de potássio 0,06 M , pH 7,0:

Solução A (cromatografia hidroxilapatita).46,20 ml

Solução B (cromatografia hidroxilapatita).73,80 ml

Água destilada q.s.p 1,00 1

- Tampão fosfato de potássio 0,5 M, pH 7,0: Conforme

descrito na cromatografia em hidroxilapatita.
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Z •* n SOLUÇÕES EMPR12OAUAB NQ ACONDlCXONAMLMTO

DO hTBH PURIFICADO PAKA LIOF1L.IZACAO

- Tampão glicina 0,5 M - fosfato 0,005 M , pH 7,2:

Ul icinu 37,56 g

Fosfato de sódio bibasico dodecahidratado..1,80 g

Acua destilada q.s.p 1,00 1

- Tampão bicarbonato de sódio 0,005 M , pH 7,0:

Hi carbonato de sódio 0,42 g

Água destilada q.s.p 1,00 1

- Tampão fosfato de potássio 0,06 M , pll 7,0: Conforme

descrito na cromalografia em SP-Sephadex C50.



3 . MBTODOS

3.1. RADIOIMUNOEN8AIO DO hTSH

O RIE foi padronizado segundo o método comunicado por

Borghi e Bartolini (9),. empregando os reagentes biológicos forne-

cidos pelo NIDDKD e MRC especificados no item 2.2..

3 1 1 . PREPARO DO TRACADOR

O traçador foi preparado a partir do hTSH-16 altamente

purificado, fornecido pelo NIDDKD, na forma liofilizada para ser

utilizado exclusivamente com esta finalidade, que apresentava

potência radioimunoldgica de 6,6 Ul/mg com relação ao padrão

internacional estabelecido pela Organização Mundial da Saúde em

1969 (WHO hTSH INT. STD. 68/38). As contaminações, determinadas

pelo RIE, foram 29 Ul/mg para o FSH e 500 Ul/mg para o LH (45).

3.1.1.1. ANÁLISE DO hTSH "FRIO"

0 hTSH-16 foi analisado pela EGPA para confirmar sua

integridade após seu transporte aéreo dos E.U.A. para o Brasil e

eventual permanência na alfândega a temperatura ambiente. Amos-

tras de cerca de 30 a 50 ug do hormônio proveniente de cada um

dos embarques eram analisadas após seu recebimento e dissolução

em fosfo-salina, desenvolvendo-se a EGPA de acordo com o método

de Davis (26).

Para tanto, utilizaram-se tubos cilíndrico.' de vidro de

4 mm de diâmetro interno por 110 mm de comprimento, vedando-se

uma das extremidades com membrana adesiva do tipo "Parafilm". Os

tubos foram dispostos em estante apropriada, de forma a serem



mantidos na posição vertical.

A solução para polimerização (poliacrilamida a 7 X),

preparada conforme descrito no item 2.4.3., foi transferida coa

pi peta Pasteur para os tubO6 ate' w a altura uniforme de 9 ca.

Para evitar formação de menisco na extremidade superior dos

géis, adicionaram-se sobre a solução cerca de 100 ul de água

destilada; de forma a assegurar obtenção de bandas perfeitamente

horizontais na separação eletroforética.

A seguir os tubos foram expostos a cerca de 7 cm de uma

lâmpada fluorescente de 15 watt6 durante 45 minutos a 4* C, para

permitir a polimerizaçáo do gel. Finda sua polimerização, a

água destilada foi retirada com a ajuda de papel absorvente e as

amostras foram aplicadas por meio de pipetas automáticas. 0

voiucie final das amostras foi sempre igualado ate' um volume

maxiroo de 200 ul, sendo completado quando necessário com tampão

fosfato de sódio 0,05 M pH 7,4.

Adicionaram-se cerca de 30 ul da solução F para aumen-

tar a densidade das amostras e evitar sua mistura com o tampão de

corrida antes do início da eletroforese. Acrescentaram-se também

10 ul da solução de azul de bromofenol para indicar o final da

corrida (corante traçador - CT). As amostras resultantes foram

então homogeneizadas por inversões repetidas do tubo cilíndrico

de vidro, vedando a outra extremidade com "Parafilm".

Apôs retirada do "Parafilm" de ambas as extremidades,

os tubos foram posicionados verticalmente na cuba eletroforética

e completou-se o espaço acima das amostras de cada tubo com

tampão TRIS-glicina. Este mesmo tampão foi empregado para a

corrida eletroforética.

A corrida foi realizada com corrente anódica de 2 mA

por gel a 4'C, sendo interrompida quando a banda do CT chegou ate"
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cerca de 3 cm da extremidade inferior do gel.

Finda a eletroforese, os géis foram removidos dos tubos

de vidro através de injeção de água contínua, empregando-se

seringa plástica com agulha de aço inoxidável, de modo a des-

prender toda a superfície do gel do tubo.

Em seguida, os géis foram lidos diretamente no densi-

tòmetrc com o feixe luz no intervalo de 220 a 310 nm, com a

velocidade do registrador estabelecida em 1 mm/s e com 2,5 mV de

amplificação, sendo o deslocamento do gel frente ao feixe de luz

de 25 mm/minuto.

A partir do perfil eletroforetico (absorvância x com-

primento do gel) calculou-se o valor da migração relativa (Rm) do

hTSH em relação a migração do CT.

3.1.1.2. TÉCNICA DE IODAÇAO DO

O hormônio foi iodado pelo método de Hunter e Greenwood

(47), modificado no que diz respeito a concentração dos rea-

gentes, empregando-se * 2 5j na forma Ce iodeto de sódio, livre de

carregador e de agentes redutores.

As radioiodaçoes foram realizadas em capela e a tem-

peratura ambiente, observando-se as devidas precauções na ma-

nipulação do material radioativo.

A um tubo de ensaio de vidro, com fundo cônico, que

continha 40 ul de tampão fosfato de sódio 0,5 M, pH 7,4, adicio-

naram-se sucessivamente:

a - hTSH: 10 ul da solução de concentração de 0,5

mg /rol

b - 800 uCi1 (29,6 MBçfl de 1 2 5 I , em volume varia'vel de

acordo com a atividade específica de cada^artida
— * ™ ™ • • • * • a» s mm ^ ^ ^ m ^ « w v ^m mm M mm m « 4» « ^ ^ « *» m *• m »

= microCurie - 3,7 x 10 desintegrações por segundo
BicpaBcquci oJ - 10 desintegrações por secundo.
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c - Cloramina T: 10 ul da solução de concentração de

5 mg/ml

d - Metabissulfito de sódio: 20 ul da solução de con-

centração de 10 mg/ml

e - Iodeto de sódio: 200 ul da solução de concentra-

ção de 1 mg/ml

f - Azul dextran: 1 ml da solução de concentração de

2 mg/m!

O hTSH foi dissolvido em fosfo-salina, enquanto que os

reagentes dos itens c e d foram dissolvidos em tampão fosfato de

sódio 0,05 M , pH 7,4 e aqueles dos últimos itens foram dissolvi-

dos nesse mesmo tampão, contendo 0,1 % de AB e 0,02 X de azida

sodica.

Essas soluções foram adicionadas sob agitação modera-

da e contínua com o auxílio de um microíma e sobre agitador

magnético. 0 tempo transcorrido entre a adição do agente oxi-

dante (Cloramina T) e o agente redutor (metabissulfito de sódio)

foi de 30 segundos.

Finda a reação, foram retiradas três alíquotas de 10

ul cada, a f;m de se estimar a atividade total dt marcação,

procedendo-se a seguir a purificação do restante da mistura de

reação.

Essas alíquotas foram diluídas 100 vezes no tampão de

eluição da purificação. De cada uma delas foram retiradas em

duplicata outras alíquotas de 10 ul que tiveram suas atividades

determinadas, juntamente com as respectivas ponteiras.

O tubo da marcação e as ponteiras, usadas para retira-

da das alíquotas e para aplicação da amostra a coluna de purifi-

cação, também tiveram suas atividades determinadas a fim de se

estimar a recuperação da purificação.



3.1.1.3. CÁUCXJUD DA ATIVIDADE TOTAL DA MARCAÇÃO

Essa atividade, expressa em cpm (contagens por minuto),

foi calculada pela seguinte formula:

A = C x 100 x,VT/VR + P x 100

onde:

C = Contagem média das três alíquotas de 10 ul (diluí-

das 100 vezes), estimadas em duplicata.

Vj= Volume total da mistura de reação

VR= Volume das alíquotas retiradas da mistura de

reação (10 ul).

P = Somatória das contagens das ponteiras, utilizadas

para retirada das alíquotas diluídas, que apresen-

taram um valor maior do que 10 X do valor de C.

3.1.1.4. PURIFICAÇÃO DO hTSH RADIOIODADO

C126I-hTSH)

A purificação do 125l-hTSH foi realizada por cromato-

grafia de exclusão molecular em gel de Sephadex G-100 (86).

0 gel previamente intumescido com água durante aproxi-

madamente 6 horas a 90' C, foi lavado várias vezes com tampão

fosfato de sódio 0,05 M , pH 7,4 e em seguida eopacotado em

coluna de vidro de dimensões de 45 cm de altura e 2 cm de diâme-

tro, mantida sob refrigeração a 4"C.

A coluna foi lavada com o mesmo tampão fosfato de sódio

contendo 0,1 % de AB e 0,02 X de azida sódica (tampão de

eluição), em quantidade correspondente a cerca de duas vezes o

seu volume.
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A mistura da reação foi aplicada a coluna, lavando-se

duas vezes o tubo de marcação com o tampão de eluição (0,4 ml

por vez).

Coletaram-se 120 frações de 2 ml cada, sob fluxo de 12

ml/h em sistema refrigerado a 4 C, a fim de se prevenir a desnaty

ração da mole'cula prosei ca pela temperatura.

Retirou-se de cada fração uma alíquota de 10 ul. Essas

alíquotas, colocadas individualnente em cones de papel alumínio,

tiveram sua radioatividade determinada em contador gama (Nuclear

Chicago), com eficiência determinada pela te'cnica descrita por

Horrocks (44) de aproximadamente de 80%.

A partir das contagens obtidas traçou-se o cromatogra-

ma da purificação em escala linear, relacionando-se a radioa-

tividade, expresse em cpm, com o n? da fração.

Procedeu-se, a seguir, a identificação dos picos revê-
• nr

lados no cromãtograma, excetuando-se aquele do 1£9l livre, que

por ter a menor massa e a última substância A ser eluída da

coluna de purificação.

Esses picos tiveram os valores de seus coeficientes de

distribuição (Kd) determinados através da fórmula seguinte (86):

Vr - Vo

Kd =

Vt - Vo

onde :

Vr = Volume de retenção, correspondente ao volume de

eluente que carrega as moléculas da substância

examinada através da coluna,

Vo = Volume intersticial, medido pelo volume de eluição

do azul dex tran,
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Vt = Volume total da fase movei, medido pelo volume de

eluiçao do 1 2 5 I .

As frações correspondentes ao pico do I-hTSH foram

confirmadas pelo resultado de sua incubação com excesso de

antissnro (na diluição de 1:60.000), realizada na mesma solução

fosfo-salina do RIE (descrita no item 2.4.4.), fornecendo o valor

referente a ligação total.

Para tal finalidade foram incubados 0,1 ml de cada

fração referente aos picos radioativos, contendo aproximadamente

90.000 cpm, com 0,8 ml do antissoro e 0,1 ml de fosfo-salina.

Determinou-se também o valor da ligação inespecifica de cada

fração, substituindo-se na incubação o volume do antissoro (0,8

n:l ) pelo mesmo volume de f osfo-sal ina. Este valor foi subtraído

da ligação total correspondente, fornecendo aquele referente a

ligação específica.

Após incubação de 24 horas a 4e C, o hTSH ligado ao

anticorpo foi separado daquele livre por sua precipitação pelo

PEG a 25%, conforme descrito adiante no item 3.I.2.3..

As frações que apresentaram os valores de ligação

mais elevadas foram reunidas, separadas em alíquotadas de 0,5 e

de 1,0 ml e estocadas a -20a C para serem empregadas como

traçador no RIE.

Todos os traçadores foram diluídos 18 vezes em fosfo-

salina imediatamente antes de seu emprego nos ensaios.

3 1 1 . e . RENDIMENTO DA MARCAÇÃO

A partir da localização do pico correspondente ao

1-hTSH no perfil cromatográfico, calculou-se a porcentagem do
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rendimento da marcação (R) pela formula seguinte:

H*

X R = X 100

T

onde:

H» = Somatória das contagens das frações correspon-

dentes ao pico do 125!-hTSH.

T = Somatória das contagens de todas as frações cole-

tadas .

3 1 1 6 . RECUPERAÇÃO DA PURIFICAÇÃO

A porcentagem dessa recuperação (RP) foi obtida pela

formula seguinte:

T1

% RP = X 100

A'

onde:

T' = Somató:ia das contagens de todas as frações cole-

tadas multiplicadas pelos respectivos fatores de

diluição, obtidos pela relação entre o volume

total de cada fração (em torno de 2 ml) e o

volume da alíquota estimada (0,01 ml).

A' = Atividade aplicada a coluna, expressa em cpm,

calculada pela seguinte formula:

A' = A x VA/VT - D

em cue:
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A = Atividade total da marcação, conforme descrita

anteriormente (item 3.1.1.3.).

VA = Volume da mistura de reação aplicado a coluna.

Vj = Volume total da mistura de marcação.

D = Somatória das contagens do tubo da marcação e das

ponteiras, utilizadas para retirada das três

alíquotas e para aplicação da amostra a coluna.

3.1.1.7. ATIVIDADE ESPECIFICA DO TRACADOR

A atividade específica (AE) do 125I-hTSH, expressa em

uCi/ug, foi estimada a partir do rendimento da marcação (33),

empregando a seguinte formula:

A" x R

AE =

M x 100

onde :

R = Rendimento percentual da marcação.

M = Massa do hormônio radioiodado (5 ug).

A" = Atividade do 1 2 51 efetivamente utilizada, calculada

a partir da atividade total de marcação (conforme

descrita anteriormente no item 3.1.1.3.), expressa

em cpm e transformada em uCi, considerando:

A eficiência do contador gama, dada pela relação

cpro/dpm (desintegração por minuto).

- A equivalência entre 1 uCi (37 KBq) e 2.220.000 dpm.



3 . X . X . a . ANALI SB ELETROPORETICA DO TRAÇADOR

Alíquotas do hTSH obtido imediatamente apôs ter sido

marcado e das frações correspondentes aos picos provenientes da

purificação foram analisados pela EGPA. O procedimento empregado

na eletroforese foi o mesmo que o utilizado para o hTSH nao

marcado, conforme descrito no item 3.1.1.1..

Finda a corrida eletroforética e após a remoção dos

géis, eles foram cortados em segmentos de 3 mm com a ajuda do

segmentador. Cada secçáo foi envolta em papel alumínio e coloca-

da em tubo de contador para a determinação de sua radioativi-

dade. Os perfis eletroforeticos foram traçados em escala linear,

relacionando a radioatividade, expressa em cpm, com o número de

cada segmento.

Estimaram-se as percentagens de rendimento e de pureza

do traçador pela relação entre as contagens da area em que se

localizou o pico do 125I-hTSH íntegro e as contagens totais dos

géis, referentes respectivamente ao hormônio marcado e purificado

e aquele purificado.

Calculou-se c valor de Rm (migração eletroforética

relativa) dos componentes de cada gel pela relação abaixo:

KA

Rm =-

N C T

onde:

NA = n* do segmento referente ao pico da amostra.

Nc-j= n< do segmento correspondente ao CT.

Os componentes do traçador forair, identificados por BUÉ»



36

incubação com excesso de anti6soro (na diluicáo de 1:60.000)

conforme descrito anteriormente, empregando-&e, porém, a mesma

EGPA no lugar do PEG para a separação da fração ligada.

3.1.1.0. ESTABILIDADE DO TRACADOR

Com o 125I-hTSH obtido em diferentes radioiodações,

realizaram-se estudos da 6ua estabilidade em função do tempo de

estocagem a -20'C.

Avaliou-se 6ua pureza pela EGPA aproximadamente após 1

mis de estocagem e sua adequação para ser empregado nos RI Es,

tendo decorrido ate' aproximadamente dois meses após sua radioio-

dação. Analisaram-se para tanto parâmetros relativos ao ensaio,

entre os quais cabe destacar as porcentagens de ligação (inespe-

cífica e específica) e a sua sensibilidade, avaliada conforme

especificado adiante no item 3.I.4.2.4..

3 1 2 DETI.RMINAÇÃO DAS CONDIÇÕES ÓTIMAS PARA

O RAOIOIMUNOENSAIO

3.I.Z.X. PREPARO DA CURVA DOSE—RESPOSTA

A curva dose-resposta foi construída empregando-se o

padrão Standard A. Este padrão foi estabelecido em 1966 no Medi-

cai Research Council e calibrado contra o TSH bovino por ensaio

biológico, apresentando os seguintes contaminantes (4):

FSH < 0,9 UI/ampola = 27,3 UI/mg.

LH = 113,3 UI/atnpola = 3433,3 Ul/mg.

ACTH < 100 uU/ampola (não pausado).

A uir.a an,pole do padrão que continha àü mil de hTSH,
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adic ionou-se 1 ml de água d e s t i l a d a , obtendo-se assim una concen-

tração f i n a l de 50 nU/ml (solução mãe). Esta solução foi sepa-

rada em a l íquotas de 100 u l , mantidas a -20*C, a par t i r das quais

foram preparadas as d i f e r e n t e s concentrações da curva d o s e - r e s -

p o s t a do RIE, s e g u n d o o esquema de d i l u i ç ã o a s e g u i r :

4000,0 UU/BI (solução A) - 8 0 ul da solução aae + 920 ul de fosfo-salina

400,0 ulf/Bl (solução B) - 100 ul da solução A + 900 ul de fosfo-salina

200,0 uU/al (solução C) - 500 ul da solução B + 500 ul de fosfo-salina

100,0 uL'/nl (solução D) - 500 ul da solução C + 500 ul de fosfo-salina

50,0 uli/al (solução E) - 500 ul da solução D + 500 ul de fosfo-salina

25,0 uU/al (solução F) - 500 ul da solução E + 500 ul de fosfo-salina

12,5 uU/sl (solução G) - 500 ul da solução F + 500 ul de fosfo-salina

5,0 UU/BI (solução H) - 400 ul da solução G + 600 ul de fosfo-salina

zero UU/DI (solução I) - 1000 ul de fosfo-salina

3.1.2.2. T ÍTULO IDEAL DO ANTISSORO

O antissoro anti-hTSH-3 fornecido pelo NIDDKD apresen-

tava as porcentagens de reação cruzada especificadas abaixo, com

os seguintes hormônios hipofisários (45):

hTSH 100,0000

h beta LPH 1, 5935

hFSH 1,0271

hPRI 0,6337

hLH 0,5918

hGH 0,0332

Vasopressina 0,0039

hACTH 0,0021

Cada frasco recebido, contendo 1 ml de antissoro com

título de 1:200 (diluido em fosfo-salina contendo 2% de SNC), era

rediluído 10 vezes na mesma fosfo-salina (substituindo a AB pelo
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SNC), separado em alíquotas de 500 ul que foram mantidas a -20*C.

0 título ideal de antissoro empregado nos RI Es foi

aquele que permitiu uma ligação específica de 50 X do traçador

na ausência de hTSH "frio" (8).

Este título foi determinado para cada traçador incu-

bando-se durante 24 horas a 4*C, 0,1 ml de fosfo-salina, com 0,1

ml do 125!-hTSH e 0,8 ml do antissoro nas diluições seguintes:

1:50.000, 1:500.000, 1:1.000.000, 1:2.000.000, 1:4.000.000 e

1:8.000.000, realizadas em fosfo-salina contendo 0,1 % de AB.

Foram também incubadas amostras que estimaram a

ligação inespecífica, substituindo-se o volume do antissoro pelo

mesmo volume de fosfo-salina.

Os ensaios foram realizados em uniplicata em tubos de

vidro e separados em quadruplicata de 0,2 ml em tubos de polipro-

pileno. Os traçadores livres foram separados daqueles ligados eo

anticorpo seguindo-se o procedimento padronizado, descrito a

frente no item 3.I.2.4., calculando-se a percentagem de ligação

das amostres conforme especificado adiante no item 3.I.3..

A partir dos resultados obtidos, traçou-se a curva de

título do antissoro em papel semi-log, relacionando-se os valores

da percentagem de ligação com aqueles da diluição do antissoro.

Determinou-se, atrave's da leitura direta na curva a diluição do

antissoro que forneceu 50 % de ligação com o traçador.

i,

3 1 .2.3. SISTEMA DE ENSAIO

A fim de se estabelecer as condições ótimas do R1E de

hTSH, realizou-se uma análise comparativa entre dois sistemas de

ensaio: em equilíbrio e em não-equi1íbrio.

No fcisteina de ensaín em erjuj ! fbrío , íncubeu-se durante
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24 horas uma mistura de reação contendo 0,1 ml do traçador, 0,8

ml de antissoro na diluição estabelelcida c 0,1 ml de hTSH

padrão nas concentrações de zero a 400 uU/ml, preparado conforme

descrito anteriormente (item 3.1.2.1).

Naquele sistema em não-equilibrio, realizou-se uma

pré-incubação do hTSH padrão com o antissoro durante 24 horas,

seguida da adição do traçador e de incubaçao por mais 24

horas.

Como sempre, foram incubadas amostras referentes a

ligação inespecífica, nos quais os 0,8 ml de antissoro e os 0,1

ml de hTSH padrão foram substituídos por 0,9 ml de fosfo-salina.

Em ambos os si eternas, os ensaios foram realizados a 4* C, em

duplicata em tubos de vidro e separados em quadruplicates de 0,2

nil, cm tubos de pol ipropi leno.

Após a determinação da atividade presente nos tubos de

separação em contador gama, adicionaram-se 30 ul de SHN e 0,5 ml

de solução de PEG a 25 % preparada em tampão veronal. As amos-

tras foram então homogeneizadas por meio de agitação em vortex e

centrifugadas a 4eC durante 30 minutos a 1.200 FCR (força cen-

trífuga relativa). Os sobrenadantes foram aspirados, sendo deter-

minada a atividade dos precipitados.

Os cálculos foram efetuados conforme descrito adiante

no item 3.I.3.. A partir dos resultados obtidos, foram traçadas

as curvas dose-resposta respectivas e comparados os parâmetros

relativos a sensibilidade desses ensaios.

3.1.2.4. TÉCNICA DE SEPARAÇÃO

Com o intuito de se padronizar as condições ótimas de

separação pelo PEG. foram real iradas investigações sobre



e concentração de PEG ideal e o efeito da lavagem do piecipitado-

Nessas investigações, as misturas de reação foram

sempre incubadas em tubos de vidro, durante 24 horas a 4° C e

separadas em replicatas de 0,2 ml em tubos de polipropileno.

Essas amostras tiveram sempre sua atividade determinada em conta-

dor gama antes de serem precipitadas pelo PEG.

Em todos os estudos, a solução de PEG foi adicionada

juntamente com 30 ul de SHN e homogeneizada por meio de agitação

em vortex. As centrifugações foram sempre realizadas a 4 CC,

aspirando-se os Bobrenadantes com o auxílio de bomba de vácuo e

determinando-se, a seguir, as atividades dos precipitados.

3.1 Z . 4 . i . DETERMINAÇÃO DA CONCENTRAÇÃO IDEAL

DE

A fim de se estabelecer qual a concentração de PEG que

causava a melhor separação entre o hTSH ligado ao anticorpo e

aquele livre, anali6ou-6e o emprego do PEG dissolvido em tampão

veronal, em concentrações variando de 5 a 50 % com intervalos de

5 X.

Nesse exame, foram estimadas as ligações especificas

do traçador com o antlssoro na diluição estabelecida para o

ensaio, com o antissoro em excesso e também a ligação inespecify

ca (NSD). As ligações foram verificadas incubando-se 1 ml do

traçador com 1 ml de fosfo-salina e 8 ml do antissoro nas di-

luição de 1:800.000 (ensaio), de 1:60.000 (exces6o) e com & cl

de fo£fo-salina (NSB). Aoos a incubaçao, todas as amostras foram

pcpsr&d&s cm replicatas e tiveram sua radioatividade medida.
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Cada grupo de aaostra, referentes a essas ligações foi

dividido em triplicates, que foras separadas COB 0,5 BI da solu-

ção de PEG nas diferentes concentrações e centrifugadas durante

20 minutos a 1.600 FCR.

Os cálculos foram realizados conforse descrito no item

3.1.3., obtendo-se o valor da percentages de ligação eu relação

a contagem total (B/T). A partir dos dados obtidos, foras traça-

das as respectivas curvas, relacionando as percentages de cada

ligação com as respectivas concentrações de PEG.

3.1.2.4.2- EFEITO DA LAVAOEM DA PRACAO

PRECIPITADA PELO PEO

Objetivando minimizar o valor da ligação inespecífica

do ensaio, avaliou-se o efeito da lavagem da fração precipitada

pelo PEG com 0,3 ml da solução de NaCl 0,4 M, seguida de igual

reprecipitaçao.

Nesse estudo realizou-se um ensaio incubando-se em

quadruplicates as amostras referentes a ligação inespecífica, a

curva dose-resposta e aquelas controle. Os resultados foram

calculados antes e após o ensaio ter 6ido submetido ao processo

de lavagem e reprecipitaçao, conforme especificado no item

4.1.5.. sendo também comparados os parâmetros relativos a sua

sensibi1 idade.

3 1 3 . CA1>CULO DOS RESULTADOS

Os resultados do R1E foram estimados a partir dos dados



obtidos na determinação da atividade das amostras presentes nos

tubos de polipropileno, antes (contagens totais) e após a precipi-

tação das frações ligadas ao anticorpo.

Determinou-se, portanto, a percentagem de ligação do

traçador ao seu anticorpo específico para cada replicata das

diferentes amostras, com referência a sua contagem total (B/T),

segundo a relação abaixo:

cpm após a precipitação

X de ligação = X 100

cpm antes da precipitação

Foram calculados a média c o desvio padrão (DP) dos

valores das ligações de cada amostra, aceitando-se valores de

replicatas compreendidos entre dois DP. Esses valores foram

corrigidos pela subtração daqueles referentes a ligação inespe-

cífica.

A curva dose-resposta foi traçada em papel semi-log,

relacionando os valores das ligações das diversas concentrações

do hTSH padrão com aquela da dose zero (% B/Bo) . A concentração

de hTSH presente nas amostras controle e desconhecidas foi deter-

minada pela leitura direta nesta curva, por interpolaçao de seus

valores percentuais de B/Bo.

3.1.4. CONTROLE DA QUALIDADE DO RIE

3.1.4.1. PREPARO DAS AMOSTRAS CONTROLE

Foram preparadas amostras de controle de qualidade do

RIE de hTSH, cujos teores hormonais eram habitualmente estimados



quando da realização dos diferentes ensaios.

Essas amostras foram obtidas a partir do padrão RP-1

fornecido pelo NIDDKD, que apresentava a potência radioimunológi-

ca de 1,5 Ul/mg, com relação ao padrão internacional estabeleci-

do pela Organização Mundial de Saúde (WHO hTSH INT.STD.68/38)

(45), que por sua vez deveria apresentar uma equivalência de

unidades com o Standard A (15).

A um frasco do padrão que continha 200 ug de hTSH

liofilizado, adicionaram-se 0,2 ml de água destilada, obtendo-se

assim uma solução estoque de concentração de 1000 ug/ml, cor-

respondentes a 1,5 U/ml.

As amostras controle foram preparadas diluindo-se

frações dessa solução em fosfo-salina com 0,1 % de AB, ate

obter concentrações de hTSH que apresentavam nos ensaios, aproxj^

madamente 80, 60 e 20% da ligação máxima do traçador ao antis-

soro, ja' descontada a ligação inespecífica. Essas amostras,

contendo respectivamente teores de hTSH baixo, médio e elevado,

foram divididas em alíquotas de 0,3 ml, liofilizadas e armazena-

das a -^0cC.

3.1.4.2. AVALIAÇÃO DAS CARACTERÍSTICAS

OPERACIONAIS

As características operacionais do RIE de hTSH foram

avaliadas através da analise dos seguintes parâmetros: especifi-

cidade, exatidão, precisão e sensibilidade.

3.1.4.2.1. ESPECIFICIDADE

Para verificar a identidade entre o hormônio presente



nos extratos hipofisários e o hormônio padrão, empregou-se uma

amostra com teor de hTSH elevado, provenientes de uma das etapas

iniciais de purificação do extrato hipofisário no IPEN (segunda

cromatografia em gel de Sephadex G-100, citada adiante no item

3.2.4.). Esta amostra, diluída inicialmente 5.000 vezes no tampão

empregado na purificação do extrato, foi submetida ao RIE nas

diluições realizadas de acordo COB O descrito adiante na Tabela

1.

Tabela 1 . Preparo dar diluições referentes a avaliação

da especificidade da técnica.

VOLUME DA
AMOSTRA
(ul)

900

800

700

600

500

300

200

VOLUME DO
TAMPÃO
(uJ)

100

200

300

400

500

700

800

DILUIÇÃO

1:5555

1:6250

1:7140

1:8333

1:10000

1:16666

1:25000

Essas diluições foram efetuadas com o mesmo tampão da

purificação do extrato, sendo ensaiadas para cada diluição dez

replicatas.

Foram calculadas a media e o desvio padrão dos 10

resultados obtidos para cada diluição, bem como as

concentrações obtidas a partir do produto de cada média pelo

fator de diluição correspondente.



Calculou-se também a correlação linear entre OB volu-

mes da «mostra e as concentrações médias obtidas e examinou-se

a significáncia do coeficiente de correlação determinado.

3.1.4.2.2. EXATIDÃO

A exatidão do RIE foi avaliada pela recuperação do

hTSH padrão Standard A adicionado em quantidades crescentes de

5,0 a 200,0 uU/ml (item 3.1.2.1.), a uma amostra de hTSH purifi-

cado no IPEN com concentração previamente determinada (17,33

uU/ml). A estimativa da concentração de hTSH nessas amostras foi

realizada em decuplicata.

A recuperação das diferentes amostras foi estimada

pela diferença entre o valor médio determinado a partir da curva

dose-resposta e o valor teórico (obtido pela soma da

concentração do hTSH presente no extrato e do hTSH padrão adici-

onado). Calcularam-se também a recuperação percentual media e o

desvio padrão para cada amostra. Determinou-se o coeficiente de

correlação entre os valores teóricos e os obtidos e examinou-se

sua significância.

3 14.2.3. PRECISAO

Este parâmetro foi estimado pela reprodutibi1 idade

intra e inter-ensaio do método, empregando-se as amostras con-

trole.

A reprodutibi1 idade intra-ensaio foi avaliada pela

estimativa num mesmo ensaio de um numero elevado de replicatas

(n=25) das três amostras controle, com teores de hTSH baixo,

médio e elevado. Calcularam-se a concentração média e o desvio

padrão para cada amostra, bem como 6eus respectivos coeficientes
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de variação.

A reprodutibi1 idade inter-ensaio foi avaliada pe1*

estimativa das amostras controle semelhantes aquelas empregadas

no estudo da reprodutibi1 idade intra-ensaio. Essas amostras foram

dosadas em duplicata em 12 ensaios diferentes, realizados com

quatro traçadores distintos. O valor médio para cada amostra foi

calculado, bem como seu desvio padrão» permitindo a determinação

dos coeficientes de variação.

3.1-4.2.4. SENSIBILIDADE

A sensibilidade dos ensaios foi avaliada pela estimati-

va da dose efetive para 50 % da ligação máxima (ED50), que

refletiu a inclinação da curva padrão e da dose minima detecta -

(DMD), que correspondeu a una queda de .10 X da ligação maxima

(B/Bo = 90 % ) , dividida por cinco (2).



3.2. OBTBNCAO DO hTBH

3.2.1. MÉTODOS DE QUANTIFICAÇÃO PROTBICA .

a.2.1.1. MÉTODO KSPECTROFOTOMÉTRICO

Este método indireto de dosagem protêica foi empregado

para monitorar as frações eluidas das colunas cromatográficas

durante as diferentes etapas de purificação do extrato hipofi-

6arj o.

O teor protêico de cada fração coletada foi determina-

do por leitura espectrofotometrica no feixe de luz de 280 nm,

empregando-se as cubetas de 1 cm de caminho óptico. Assumiu-se o

valor de absorvância igual a 1.0, correspondente a uma solução

com concentração protêica de 1 mg/ml (84).

3.2.1.2. MÉTODO DE LOWRY

Uma medida mais precisa do teor protêico das frações

reunidas nas diversas etapas de purificação foi realizada pelo

método de Lowry e cols. (61), eopregando-se como referência uma

curva padrão de AB Ria Grade. Foram preparados os seguintes

pontos da curva padrão, diluídos em 300 ul de a'gua destilada

cada: 5,10,20,30,40 e 50 ug. Tanto os padrões quanto as amostras

foram processadas em triplicata no ensaio.

Calculou-se a regressão linear pelo método dos mínimos

quadrados, considerando como variável independente (x) as concen-

trações do padrão e como variável dependente (y) as respectivas

leituras espectrofotometricas.

A diluição das amostras desconhecidas foi indicada



pela experiência adquirida apôs alguns ensaios e com base no

conhecimento da quantidade de proteína aplicada a coluna de

purificação. Toda solução cuja concentração protéica não se

enquadrasse na zona de linearidade da reta padrão, era refeita,

utilizando-se uma diluição mais conveniente.

Os valores obtidos nas leituras espectrofotome't ricas

das amostras desconhecidas foram aplicadas a equação da reta

padrão para a obtenção do resultado em ug de proteína / 0,3 ml.

Com o valor médio das triplicates e através da seguinte fo'rmula

obteve-se o valor exato da massa protéica presente na amostra:

M = A / 0,3 x F x V

em que:

A = concentrações das amostras em ug / 0,3 ml

F = fator de diluição da amostra empregada no ensaio

V = volume total da amostra

3.2?. MÉTODO DE QUANTIFICAÇÃO DO hTSH

O hTSH presente nas amostras dos extratos hipofisários

decorrentes do processo de purificação foi estimado pela técnica

de R1E padronizada, seguindo-se a seqüência operacional indicada

adiante no item 4.I.5..

Como a quantidade de hTSH nesse6 extratos é muito

elevada em comparação com aquela do hormônio circulante, as

amostras foram diluídas em fosfo-salina (contendo AB 0,1 %) , de

forma a serem lidas na região de confiança da curva dose-respos-

ta do RIE.
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3.2.3. PURIFICAÇÃO A PARTIR X>B EXTRATO CRU

Devido a difícil obtenção de hipofises humanas, ini-

ciou-se o estudo de purificação do hTSH a partir de um extrato

cru, obtido durante o preparo do GH nos laboratórios do IPEN-

CNEN/SP (SOMATORMONW) .

Como se sabia que os hormônio g]icoprotêicos eram

eluídos no segundo pico obtido na cromatografia de exclusão

molecular do extrato hipofisário (Figura 2), seis preparações

desses extratos crus haviam sido armazenadas a -20°C durante o

período compreendido entre 1981-2, na forma liofilizada, para

estudos futuros de purificação.

Amostras de 200 mg de cada preparação foram dissolvi-

das .em dois mi li litros de água destilada e dialisadas contra

tampão fosfato de potássio 0,1 M pH 7,0, contendo NaCl 0,3 M.

Depois de devidamente diluídas nesse mesmo tampão, foram determi-

nadas suas concentrações protêica (pelo me'todo espectrofotome -

tricô) e tireotrófica, estimando-se a atividade específica de

hTSH.

3.2.3.1. PURIFICAÇÃO PRELIMINAR

Empregou-se a t e'en ica de purificação descrita por Roos

e cols. (84), a qual também parte de produtos colaterais obtidos

durante a extração do hGH. Entretanto, a resina Bio-gel P-150

utilizada por esses autores na primeira etapa de purificação do

extrato foi substituída pelo Sephadex G-100, pois além de possuí-

rem intervalos de fracionamento correspondentes, era o material

disponível nos nossos laboratórios.

A partir de uma das preparações de extrato cru com
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Figura 2. Representação gráfica da absorvância a 260 nm das frações

eluidas pela cromatografla em gel de Sephadex G-100 duran

te a purificação do hGH (reproduzido com permissão de Ma-

chione (63). A área hachurada refere-se às frações que

foram reunidas, liofilizadas e estocadas a -20 cC



atividade de hTSH similar à descrita por Roos e cols. (84),

realizou-se uma purificação preliminar a fim de se avaliar a

viabilidade do emprego desses extratos antigos na obtenção do

hTSH altamente purificado.

Todos os procedimentos foram realizados a 4*C e a

atividade específica foi expressa em unidades de hTSH por mili-

grama de proteína.

Uma pequena amostra de 1,5 g da preparação C (Tabela

17) foi dissolvida em 6 ml de água e dialisada contra tampão

fosfato de potássio 0,1 M , pH 7,0 , contendo NaCl 0,3 M. Após a

diálise, a amostra foi submetida às seguintes cromatografias:

CROMATOGRAFIA DE EXCLUSÃO MOLECUUAR EM OEL

SEPHADEX O-IOO:

O gel previamente intumescido com água durante aproxi-

madamente 6 horas a 90° C, foi lavado varias vezes com tampão

fosfato de potássio 0,1 M , pH 7,0, contendo NaCl 0,3 M e em

seguida empacotado em coluna de vidro de dimensões de 45 cm de

altura e 2,5 cm de diâmetro, mantido sob refrigeração a 4"C.

A coluna foi lavada com o mesmo tampão fosfato de

potássio em quantidade correspondente a cerca de duas vezes o seu

volume. Apôs a aplicação da amostra, a coluna foi eluída com o

tampão mencionado acima, sob fluxo de 12 ml/h e coletaram-se

frações de 2 ml cada.

A purificação foi acompanhada quantificando

a concentração protêica pela leitura espectrofotométrica no

feixe de luz de 280 nm, sendo o final da eluiçao determinado

pela diminuição da absorvância oie aproximadamente o mesmo valor

do branco (tampão de eiui



Finda a purificação, realizou-se a determinação do teor

de hTSti por KIE a cada cinco frações. Obtidos os seus valores de

atividade específica (UTSH/mg proteína), aquelas que apresentaram

resultados mais elevados foram reunidas, concentradas por meio de

membrana Diaflo PM 10 em sistema de ultrafiltração Amicon,

dialisadas contra tampão fosfato de potasEio 0,03 M , pH 7,0 e

submetidas a purificação subsequente.

CBOMATOQRAFIA DE ADSORÇAO EM HIDROXILAPATITA:

A hidroxilapatita (fosfato de cálcio) foi preparada em

nossos laboratórios segundo o método de Tiselius e cols. (96),

apresentando capacidade de adsorver 16 mg de albumina bovina o

grama seco e fluxo de 4 ml/cm /h.

A resina previamente preparada foi suspensa em tampão

fosfato de potássio 0,03 M , pH 7,0, em seguida deixou-se decan-

tar por aproximadamente 10 minutos e as partículas mais finas

foram então aspiradas. Esse procedimento foi repetido 5 vezes

antecedendo o preenchimento de uma coluna de 3,7 cm de altura e

2,5 cm de diâmetro.

Depois de equilibrar a coluna pela eluição de cerca de

3 vezes o seu volume com o mesmo tampão fosfato de potássio,

aplicou-se a amostra proveniente da purificação em cromatografia

de exclusão molecular em Sephadex G-100 e prosseguiu-se a purifi-

cação sob fluxo constante de 8,8 Kl/h, coletando-se frações de

2 ml cada.

Essa purificação foi eluída em gradiente não—linear

com o tampão fosfato de potássio em concentrações crescentes

(0,03 . 0,05 . 0,2 e 0,5 M) e a pH 7,0 constante. A troca de tampão

f : efetuada quando a abeorvâncía a ?6C nc die fraçccc se aproxi-
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DOU da leitura do branco.

Realizou-se a determinação do teor de hTSH por RIE a cada

cinco frações coletadas e aquelas que apresentaram o valor de

atividade específica de hTSH mais elevado foram reunidas, diali-

sadas contra o tampão fosfato de potássio 0,005 M , pH 7,0 para

serem submetidas xa etapa final de purificação.

CROMATOORAPIA DB TROCA IONICA EM

8P-SEPHADEX C-6O:

O gel previamente intumescido com tampão fosfato de

potássio 0,005 M , pH 7,0 durante aproximadamente uma hora a 90

'C, foi lavado varias vezes com o mesmo tampão e em seguida empa-

cotado em coluna de dimensões de 20 cm de altura e 1,6 cm de-

díâmetro.

A amostra proveniente da purificação anterior foi

aplicada à coluna previamente equilibrada com o tampão menciona -

do, seguida da purificação em gradiente não-linear do mesmo

tampão fosfato de potássio em concentrações crescentes (0,005,

0,02 , 0,06 e 0,5 M) a pH 7,0 constante; com fluxo de 8 ml/h,

coletando-se frações de 2 ml cada. A troca de tampão foi efetua-

da conforme descrito na purificação em hidroxilapatita.

Apôs a purificação, determinou-se a atividade específ1_

ca das frações eluídas e aquelas que apresentaram valores mai6

elevados foram reunidas.

Determinaram-se também as atividades específica e

recuperada do hTSH ao longo de todo o procedimento de purifica-

ção .

Adicionou se ao produto obtido, dononinado hTSH-IPENJfl, 1,3 •£ de

•anito! por n'. de proteína da solução. Essa preparação foi então concentrada por



meio de 1iofi1ização, dialisada contra o tampão empregado na

rmtiniodação do hormônio (fosfato de sódio 0,05 M , pli 7,4) e

«condicionada nesta solução a -20*C. Após a 1iofilizaç&o. deter-

minou-se o peso da preparação para calcular o valor da re-

cuprtnçuo deste procedimento.

3 . 3 3 2 . PURIFICAÇÃO EM ESCALA MAIOR

Finda a purificação eiu pequena cscula, realizou-se a

purificação dos 10,75 mg restantes da preparação C,

«Miipi ri;undo-6e as mesmas resinas e seguindo-se o mesmo procedimen-

to da purificação preliminar, porem em escala proporcional,

conforme indicado na Figura 3.

Deleniii nou-se apenus a conccrilrai.au protêica das

frações obtidas nas duas ultimas cromatografias, de adsorçao e

de ticth iônien, pois jo se sabia pela purificação preliminar eci

qual Turva ionica o liTSIl seria eluído.

d produto fina] nr.slm obtido, denominado hTSII- IPCN//2.

loi r.crnrndo cm três alíquotas que foram mantidas cm diferentes

meios, n fim do se avaliar a melhor forma de estocarem.

alíquota foi dialisada contra tampão glicina 0,5 M-

ícsfíitu de súdio O.üTiM, pH 7,2, a outra foi dialisada contra

tarupàu tú carbonato de sódio 0,005 N pH 7,0, e a última permaneceu

no tatuptio em que o hormônio foi eluído da coluna, ou seja, fosfa-

to de potássio 0,06 M, pH 7,0.

A £ilí(]ue>ta dialisBda contra o tampão bicarbonato de

sndin foi separada em duas outras, adieionando-se a uma delas



Extrato ciu liofil izado - 10.7b g

Dl ALISE - Taapão fosfato de potássio 0.1 H . pH 7.0 • NaCl 0.3 N

CkOMATOGRAFlA P I coluna de Sephadex G 100 (248 Be)

Diacnsõcs da coluna: 100 ca de altura e 5 ca de dlâaetro

Fluxo: 40 ml/h, coleiando-se frações de 8.5 ai cada

Etuição coa o aesao taapâo da dlàlise

CUNOKNTRAÇAO por ultiafiltração

D1ALISE - Taapão fosfato de potássio 0.03 M . pll 7.0

CROMATOURAF1A ca coluna de hidroxilapatita(735)

IHaensOes da coluna: fc ca dt> altuia e b ca de diãaetro

Kluxo: 8 al /h. coletando so frações de I.b ai cada

l.lujçáo cua gradiente crescente de taapão fosfato de

potássio: 0.03 II - 0.0b li - 0.2 N - 0.& M . pll 7.0

D!ALISE - Taapão fosfato de potássio 0.00b M , pH 7,0

CKÜMATUÜKAFIA ea coluna de SF-Sephadcx CbO (37.7 BE)

Diaensões da coluna: 20 ca de altura e 1.6 ca de diâaetro

Fluxo: 9 a l /h . coletando-se frações de 2 ai cada

Eluição coa gradiente crescente de taapâo fosfato de

potássio: 0.00b M - 0.02 M - 0.06 M - 0.5» M , p)l 7.0

Figura 3. Bsqueaa de pur i f icação do hTSH em escala « a i o r . üs valores

entre parênteses referem-se a «assa protêica submetida as

respectivas cronatograf ias.



manitol, na mesma proporção de 1.300:1. O mesmo sucedeu com a

alíquota que permaneceu no tampão fosfato de potássio. As cinco

alíquotas resultantes foram então 1iofilizadas.

Essas alíquotas foram estocadas a -20°C juntamente com

outra que permaneceu em solução no tampão de eluição da coluna

e tiveram seus pesos determinados para o calculo da recuperação

do procedimento de liofilizaçao.

3.2.4. EXTRAÇÃO A PARTIR DE HIPOFISBS CONOELAOAS

Foram empregadas hipofise6 provenientes do Serviço de

Verificação de Óbitos do Hospital Sao Paulo e da Santa Casa de

Misericórdia de Sao Paulo, retiradas ate' 24 horas após o dbito.

Essas glândulas permaneceram estocadas & -20*C durante 4 meses

ate' que se obtivesse um número mínimo de 165 glândulas.

0 método de extração empregado foi o mesmo utilizado

na obtenção do hGH, descrito por Roos e cols. (83), e modificado

por Assis e cols. (3). Todas as etapas foram realizadas a 4°C,

segundo o esquema representado na Figura 4. As hipófises foram

descongeladas, lavadas com solução fisiológica gelada e pesadas

após secagem em papel de filtro.

A extração foi realizada adicionando-se o tampão de

extração (item 2.4.7.) na proporção de 1,5 ml/g de hipofise e

homogeneizando no Virtis por 2 minutos. Em seguida o homogenato

foi centrifugado a 16.000 FCR durante 10 minutos, sendo o sobre-

nadante separado e mantido a 4eC.

Repetiu-se por 4 vezes o processo de extração acima

descrito, empregando-se sucessivamente as seguintes proporções

do tampão: 5 ml/g, 2,5 ml/g, 2,5 ml/g e 1,25 ml/g. Nesta última

etapa, porém, a extração reilizada em agitador magnético durante



GLÂNDULAS H1P0FISARIAS
Homogeneizadas em tampão de extração

CENTRIFUGARÃO

Sobrenadante A

-Sobrenadantes, B,C,D,E

Combinação dos sobrenadarites A,B,C,D,E

TITULAÇÃO a pH 7,0 com NaOH 1 N

PRECIPITAÇÃO PROTEICA

Adição lenta da solução (NH.)_SO. saturada

CENTR1FUGAÇÃO

Precipitado

DISSOLUÇÃO em solução IV

TITULAÇÃO a pH 7,0 com NaOH 0,1 K

CEKTF.ÍFUGAÇÃO
Precipitado
(descartado)

Sobrenadante
EXTRATO HIPOFISÁRIO

CONCENTRAÇÃO!TI

ResiQuo A

1
REEXTRAÇÃO (3 vezes)

Precipitado E
(descartado)

Sobrenadante
(descartado)

Figura 4. Esquema de obtenção do extrato cru de hTSH a partir de

hipoíises congeladas.
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105 minutos.

Finda esta etapa, o precipitado foi descartado por

apresentar apenas tecidos residuais e os Bobrenadantes reunidos

e filtrados at rave's de lá de vidro para remoção de gorduras.

0 extrato foi então titulado a pH 7,0 com solução de

NaOH 1 N , e submetido a precipitação protêica pela adição

lenta e sob agitação constante da solução saturada de sulfato

de amônio (item 2.4.7.) ate' obter-se uma saturação oe 50 % do

sal.

O precipitado, separado por centrifugação nas mesmas

condições mencionadas, foi dissolvido no menor volume possível

de solução IV (item 2.4.7) e titulado a pH 7,0 com solução de

NaOH 0,1 N.

A seguir, a solução resultante foi agitada ler'amente

por 30 minutos e centrifugada nas mesmas condições. 0 precipita-

do foi descartado e o sobrenadante concentrado através de membra-

na DIAFLO PM 10 em sistema de ultrafiltração Ami con.

3.2.6. PURIFICAÇÃO DO EXTRATO OBTIDO A PARTIR

DE HIPOPISES CONGELADAS

0 extrato, contendo 1,26 g de proteínas quantificadas

pelo método de Lowry, foi inicialmente submetido a cromatografia

de exclusão molecular em gel Sephadex G-100 para a separação do

GH e dos hormônios glicoprotêicos.

Nessa purificação empregou-se coluna refrigerada

(PHARMACIA K 50/100) de dimensão de 100 cm de altura e 5 cm de

diâmetro.

0 gel previamente intumescido com água durante aproxi-

madamente 6 horas a 90° C, foi lavado várias vezes com tampão
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fosfato de sódio 0,02 M, pH 7,4. Após o preenchimento da coluna,

a mesma foi eluída 2 a 3 vezes o seu volume com o mesmo tampão,

empregando-se o 6istema fechado e o fluxo ascendente mantido por

meio de uma bomba peristaltica, num fluxo de 13 ml/h.

Apôs a aplicação do extrato, a coluna foi eluíde nas

condições acima mencionadas e frações de 2 ml cada foram obti-

das por meio de um coletor automático.

O perfil da purificação foi acompanhado pela medida

protêica em espectrcfotometro com leitura da absorvância a 280 run

das frações coletadas, sendo o final da purificação deter-

minado quando a absorvância se igualar ao valor obtido da leitura

do branco.

As frações correspondentes ao segundo pico obtido no

perfil cromatografico (extrato cru de hTSH) foram reunidas e

submetidas as cromatografías subsequentes, conforme indicado na

Figura 5.

Seguiu-se o mesmo procedimento descrito na purificação

anterior (item 3.2.3.2.), em escala proporcional e a cromatogra-

fia de adsorção foi realizada empregando-se desta feita a hi-

droxilapatite comercial, com capacidade de adsorver 4,5 mg de AB

o grama seco e fluxo de ate'100 ml/cm2/h (94).

O produto assim obtido, denominado hTSH-lPEN#3, per-

maneceu em 6oltiçao no tampão de eluição da última cromatogra-

fia, 6endo armazenado a -20" C.

Realizaram-se duas radioiodaçoes deste hormônio, uma

com o hormônio recém purificado e outra um mês apôs sua estocagem

a -20'C.
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Extrato cru e» solução - 30 BJ

UlALISK • Taapão fosfa to de potássio 0.1 N . pli 7.Ü * NiC] 0.3 M

CR0MAT0CRAF1A ea coluna de Sephadex G 1 0 0 (75.44 Bg)

Dlaonsões da coluna: 100 ca de a l t u r a e 5 ca de d iàae t ro

Fluxo: H a l / h . coletando se frações de 2 .5 • ! cada

Eluição co» o aesso taapão da d i á l i s e

CONCENTRAÇÃO por u l t ra f11 t ração

DlALISE - Taipão fosfato de potássio 0.03 M . pH 7 .0

CRüMATOGRAFIA eB coluna de h i d r o x i l a p a t i t a (46.58 i g )

Diiensões da coluna: 8 CB de a l t u r a e 2 CB de d iàae l ro

Fluxo: 15 ml/h, coletandose frações de 2,5 ml cada

EJuição COB gradiente crescente de taapão fosfa to de

potássio: 0.03 M - U.Ob M - 0,2 M - 0,í> M . pli 7 ,0

DlALISf - Tanpão fosfato de potássio 0.005 M , pH 7.0

CR0HAT0GRAF1A es coluna de SP-Sephadex C-50 (10.29 Bg)

Diaensões da coluna: 20 ca de a l t u r a e 1.6 ca de d iâaet ro

Fluxo: 9 ml/h, coletando-se frações de 2 ml cada

Eluição COB gradiente crescente de taapão fosfa to de

potássio: 0,00b M - 0,02 M - 0.06 M - 0,5 N , pH 7.0

ripura b: Isqueira de purificação do hTSH. Os valores entre

parênteses referen-se à massa protêica submeti -

da às respectivas cromatografias.



S . 2 . e . AVALIAÇÃO DO hTSH-IPEN

As condições de armazenamento das três preparações do

hTSH purificado em nossos laboratórios estão indicadas na Tabela

2. Essas preparações foram avaliadas em comparação com o hTSH-

16 altamente purificado, fornecido pelo N1DDKD, no preparo do

traçador do R1E.

A preparação #2 foi também analisada comparativamente

com o padrão Standard A na construção da curva dose-resposta do

RIE.

3 . 2 e . 1 IODACAO E PURIFICAÇÃO DO hTSH-IPEN

Alíquotas do hTSH-IPEN recém obtido e conservado a - 20

C nas diferentes condições, foram radioiodadas e purificadas

pelas mesmas técnicas empregadas para o hTSH NIDDKD, descritas no

item 3.1.1..

Como o hormônio obtido 6e encontrava muito diluído,

substituiu-se o tampão da radioiodaçao (fosfato de sódio 0,5 M ,

pH 7,4) por igual volume da própria solução em que ele se encon-

trava armazenado.

As frações obtidas nas purificações desses

traçadores também foram identificados pelo seu Kd e pela

ligação com excesso de antissoro (título de 1:60.000), empregan-

do-se a técnica de RIE pelo duplo anticorpo descrita no item

seguinte.

Aquelas frações que se ligaram especificamente ao

antissoro foram reunidas, separadas em alíquotas e conservadas a

-20e C ate' serem avaliadas como traçador do RIE.
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Tabela 2. Formas de armazenamento do hTSH-IPEN a -20f iC.

PkfPARAÇÀO CONDIÇÃO MEIO

I PEN I I Solução Taapão fosfato de sódio

lioflllzação 0.05 M.. pH 7.4

diálise J

11'LN t 2 Solução

11'EN # 2-A Liofilizado

(após diálise)

IPEN # 2-B Liofilizado

(apus dia l ise)

IPEN t 2-C Liofilizado

(após diálise)

1ÍT.N # 2 D Liofilizado

1TEN » 2-E Liofilizado

Taapão fosfato de potássio

0.06 ti . pH 7.0

Taapão glicina 0,5 II - fosfato

do sódio 0.0b M . pli 7.2

Taapão bicarbonato de sódio

Ü.ÜÜÜ K, pH 7,0

Taapão bicarbonato de sódio

0,00b M . pH 7.0 * aanitol

Taapão fosfato de potássio

0.06 M , pll 7,0

Taapão fosfato de potássio

0.06 M , pH 7.0 * nanitol

IPEN D 3 Solução Tampão fosfato de potássio

0.06 M , pH 7,0



3 . a . e - 2 . ANALISE DO Xa5I-hT8H-IPBN

Os traçadores I PEN foram analisados em comparação com

aqueles preparados com o hTSH-NIDDKD at rave's da EGPA, na deter-

minação do título do antissoro específico, na construção da

curva dose-resposta e' na determinação da concentração de TSH

das amostras controle.

Nessa avaliação empregou-se um protocolo de ensaio

diferente daquele estabelecido para a determinação do hTSH nos

extratos hipofisários, mais compatível com os utilizados para a

determinação do hormônio circulante nos laboratórios de análises

clínicas.

Para tanto, as incubações foram realizadas em menor

volume diretamente nos tubos de polipropileno, empregando-se uma

atividade fixa do traçador, em torno de 10.000 cpm por tubo e o

método de separação pelo duplo anticorpo.

Essa forma de separação do ensaio implicou na utili-

zação da solução fosfo-salina contendo EOTA (item 2.4.4.) e

permitiu a estimativa das contagens totais a partir da inclusão

de decuplicatas do traçador, cujas atividades eram determinadas

juntamente com as demais amostras após a precipitação das

frações ligadas.

A curva do título do anti6soro foi obtida incubando-se

em quadruplicate 0,1 ml do traçador com 0,1 ml de

fosfo-salina-EDTA e 0,1 ml do antissoro nas diluições seguintes:

1:20.000, 1:200.000, 1:400.000, 1:800.000, 1:1.600.000,

1:3.200.000, realizadas em fosfo-6Bl ina-EDTA. Foram tambe'in incu-

badas as amostras que estimaram a ligação inespecífica, substi-

tuindo-ee o volume do antissoro pelo mesmo volume de fosfo-sali-

na-EDTA.



Calculou-se a percentagem de B/T das amostras conforme

descrito no item 3.1.3., considerando-se a média das decuplicatas

do traçador como a contagem total do ensaio.

A curva dose-resposta foi realizada em sistema de

ensaio em nao-equi1íbrio, incubando-se previamente 0,1 mi do

padrão com 0,1 ml do atitissoro na diluição estabelecida, durante

4 horas a temperatura ambiente. Em seguida adicionou-se 0,1 ml do

traçador e a incubaçao prosseguiu por mais 24 horas a 4* C. As

soluções padrão foram preparadas conforme descrito no item

3.1.2.1., empregando-se, porem, fosfo-salina-EDTA.

A separação foi feita adicionando-se 0,1 ml de segundo

anticorpo, na diluição recomendada pelo fabricante de 1:5 e

incubando-se por mais 90 minutos a temperatura ambiente. Após a

(diçôo de 2 rol de água, as amostras foram homogeneizadas ec

vortex e centrifugadas a 4* C durante 30 minutos a 1.700 RCF. Os

sobrena-antes foram descartados vertendo-se os tubos e as ativi-

dades dos precipitados foram então determinadas.

Os resultados foram obtidos pela aplicação do programa

RlAKALK, implantado nos nossos laboratórios (10).



4 . RESULTADOS

4 . 1 . PADRONIZAÇÃO DO RADIOIMUNOEN8AIO

4 . 1 . 1 . PREPARO DO TRACADOR

í ,

4.1.1.1. ANALISE DO hTSH "FRIO"

A Figura 6 apresenta o eletroforetograma proveniente de

um dos embarques do hTSH-16 do NIDDKD, guando submetido a EGPA.

Observa-se a presença de um único componente, com valor de Rm de

0,289, mesmo após o hTSH ter permanecido em solução a -20° C,

durante 22 dias.

4 . 1 . 1 . 2 . RADIOIODACÃO E PURIFICAÇÃO DO hTSH

Os valores da atividade do I efetivamente empregada

em dez radioiodações, de seus respectivos rendimentos e recupera-

ções, bem como da atividade específica de cada traçador estão

indicados na Tabela 3.

A Figura 7 mostra o eletroforetograma de uma das preparações do

125I-hTSH antes de sua purificação em gel de Sephadex G-100.

Nessa figura sao observados três picos radioativos correspon-
1 4C

dentes ao I-hTSH, a um componente que migra junto com o co-

rante traçador, azul de bromofenol. e ao 1 livre.

A Figura 8 exibe um perfil cromatográfico típico da

purificação de lz5l-hTSH em gel de Sephadex G-100, no qual sSo i

indicadas as ligações das frações dos três primeiros picos com

o antissoro em excesso. Esse resultado confirmou ser o terceiro

pico formado pelo I-hTSH íntegro e imunorreativo.



A Tabela 4 apresenta os valores de Kd referentes ao

6egundo c ao terceiro pico revelados no cromatograma da purifi-

cação. Os valores de Kd do pico II variaram de 0,094 a 0,211

(media +. DP = 0,148 ± 0,039), enquanto que aqueles do pico III

(125l-hTSH) variaram de 0,244 a 0,371 (media ± DP = 0.285 ±

0,046).

A Figura 9 apresenta os eletroforetogramas das frações

correspondentes aos picos obtidos na purificação do hormônio
« A C

radioiodado, excetuando-se aquele do lcoj livre. O primeiro pico

(Figura 9 A) inclui vários componentes com valor de Rm diferente

do que o do 125I-hTSH, enquanto que o segundo pico (Figura 9 B)

apresenta um componente principal migrando juntamente com o CT. A

Figura 9 C exibe um eletroforetograma típico do terceiro pico

( 1-hTSH), apresentando um componente principal com valor de Ru.

(0,461) proximo ao do 125I-hTSH não purificado (0,475, Figura 7)

e dois componentes secundários que migram junto e a frente do CT,

respect ivãmente.

Os valores de Rro do componente princi ai revelado na

EGPA do pico III dos traçadores estão indicados na Tabela 5.

Nesta tabela estSo também relacionados os valores percentuais

deste componente, estimados com relação a radioatividade total

no gel , correspondendo a um valor me'dio de pureza do traçador de

65,65 %.

A separação pela EGPA do traçador incubado com o

antissoro em excesso exibida na Figura 10, ale'jn de comprovar a

imunorreatividade de seu componente principal, indica a não

imunorreatividade do componente que migra com o CT. Esse compo-

nente, que praticamente constitui o pico II (Figura 9 B), corres-

ponde s uma provável forma degradada do 1-hTSH.

0 estudo da estabilidade do traçador pela EGPA apôs 40



dias de armazenamento a -20° C, mostra que, enquanto sua pureza

dimunuiu, a percentagem de 1 2 5I livre aumentou e o componente que

migra junto com o CT manteve-se praticamente inalterado (Figura

11).

O emprego de um dos traçadores no decorrer de dois neses

de armazenamento a -20BC é evidenciado na Figura 12. que apresen -

ta curvas padrão comparativas obtidas com esse traçador. Na

Tabela 6 são apresentados os valores das ligações inespecíiica e

especifica, de ED & 0 e DMD correspondentes a essas curvas compara -

t i vas.

4.1.3. DETERMINAÇÃO DA ÓTIMA DILUIÇÃO

DO ANTI9SORO

Na figura 13 pode-se observar a determinação da ótima

diluição do antissoro a 6er utilizada nos ensaios realizados com

determinado traçador. Nessas condições a diluição que forneceu

ligação específica de 50 % com o 125l-hTSH foi a de 1:875.000.

Os títulos obtidos com os diferentes traçadores preparados neste

trabalho estão apresentados na Tabela 7.
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Figura 6. EGPA do hTSH-NIDDKD (30 ug). O valor da migração relativa

do seu único componente e' indicado entre parênteses. C.T.

indica a posição do corante traçador, azul de bromofenol.
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Tabela 3. Resultados obtidos nas dlvcisaü iadlolodaçôcs

realizadas com o hTSH-NIDDKD.

RAUIOIUUAÇAO 125I EMPREGADO RENDIMENTO RECUPERAÇÃO ATIVIDADE

NA lODAÇAO ESPECIFICA

(Ni)

550,00

6 7 6,00

826.00

511.00

1.057.00

755.00

9 2 3 .00

931.(10

735,00

776,00

5 6 . 2 8

2 0 . 2 8

2 6 . 2 9

2 6 . 7 0

6 6 . 9 3

3 3 . 3 4

1S.6Ú

3 3 . 0 0

4 0 , 2 1

1 6 . 5 0

112.73

9 1 . 5 0

104.74

7 5 . 5 5

8 4 . 6 6

7 9 . 2 5

9 9 . 6 2

9 9 . 0 0

1 2 4 , 0 1

1 1 4 . 6 0

6 2 . 5 1

3 6 , 3 7

4 7 . 3 1

2 8 . 7 9

14 3 . 8 3

5 3 . 7 2

36 . 'i í

6 1 . (.- S

61 , 5 S

2 9 . 13

V-dia =

Dl'

CV

794

169

21

.40

.44

33

16

48

.97

.30

.07 %

98

15

16

.57

,9b

.1* %

56

33

59

. 1 1

, 57

.83 *

3 7 KBq
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SEGMENTOS DO GEL

125,Fiqura 7. Eletroforetograma do I-hTSH radioiodado nao purificado.

O valor de Rm do componente principal e' indicado entre pja

réntcses, enquanto que a seta indica a posição do C.T..
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"b

1

0,1 0 0,2

-100

80

40

20

'igura 8. Cromatograma da purificação do 1251-hTSH em gel de

Sephadcx C-100, referente à 6* radioiodação. A linha

continua expressa a radioatividade de 10 ul de cada

fração em cpm e a linha descontínua apresenta a

percentages de ligação do 1251-hTSH ao seu anticorpo

específico, empregado eu excesso. A area hachurada

corresponde às frações que forair reunidas e estocadas a

-20'C para serem eir.pregasas como traçador no RIE.

tf



Tabela A. Valores de Kd referentes aos picos II e III

reve lados nos cromatogramas das d iversas

radio iodaçoes .

RADIODIDAÇAO Kd
( n i ) Pico II Pico III

2

3

8

9

0,130

0,138

0,119

0,115

0,094

0,142

0,146

0,200

0,186

(125I-hTSH)

0,244

0,259

0,277

0,250

0,255

0,265

0,271

0,364

0,371

10 0,211 0,297

Media =

L>f

CV

0,146

±0,039

26.OS %

0.2Í.5

Í0.O46

16,07 %
J
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30

Figura 9. Eletroforetogranias das frações correspondentes aos

picos I (A), II (B)/e ITI (C), obtidas na purifi -

cação do I-hTSH em Sephadex G-100 (radioíodação

n» 9) . Os valores de Rm do componente principal de

cada gel são indicados entre parênteses e as setas

indicam a posição do C T .
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Tabela 5. Valores de Km e da per cent agem de pureza

eletroforetica de oito traçadores anali-

sados pela EGPA.

TRAÇADOR

( n ° )

1

4

5

6

7

8

9

10

Média =

DP

CV

Rm

0,480

0,395

0,442

0,438

0,419

0,342

0,461

0,513

0,4 36

±0,0ò2

l2,0b%

PUREZA

(X)

8 1 , 0 6

72,66

71,35

59,90

37,67

52,73

70,49

77,48

65. 6S

114.58

22.20% J



Di ancu

I -hTSH

20,10 %

I

(0.513)

Extosno dp antjcorro

4-

O 10 20 30

SEGMENTOS DO GEL

Tipuia 10- Separação do "'l-hTSH livre daquele ligado ao anticorpo

em EGPA. Para esta análise emprerou-se o traçador pro

vonierite da radioiodacào nç 10. O valor de Rm do con.po -

nente principal é indicado entre parênteses e as setas

indicam a posição do CT. Os valore percentuais dos paços

( ur r espondonter, ao componente secundar io, estimados cr-

reJaçâo à i adiont i vidade total no eel, cão tamberr,
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O

9 -j

8 -

7 -

6 -
5 -

4 -

3 -
2

1 -\

T-.T
1 2 5I-WTSH

A-
/ 71.46 %\ 9.38%

/ \ 3.53%

(0,395V

7 -

6 .

5 -

4 .

3 -

B

/ \
16.30 %

\

1.93 i\

'k ( 0 , 3 9 5 )

Q6 ~íõ 2Õ ToQ

StGMENTOS DO GEL

Figura 11. Eletroforetogramas obtidos com I-hTSH proveniente

da radioiodação ri* 4! recém purificado (A) e após 40

dias de armazenamento a -20* C (B). As setas indicam

a posição do C.T.. Os valores de Rm do componente '

principal são indicados entre parênteses. Os valores

percentuais dos picos correspondentes aos componen -

tes'principal e secundário e ao I livre, estima -

dos com relação a atividade total no gel, também são

indicados.
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Tabela 6. Valores dos parâmetros relativos as curvas dose-

resposta obtidas com o traçador apds 26, 48, 56 e 63

dias de armazenamento a - 20'C.

— ^ — — — — — — — — ^ — — — ^ — — — — — — — — — — — — ^ — — —

TEMPO DE % LIGAÇÃO ED 5 0 DMD

ARMAZENAMENTO INESPECIFICA ESPECÍFICA (uU/ml) (uü/ml)

49,38 110,00 8,0

43,20 137,50 11,0

39,96 92,50 7,0

33,59 100,00 11,0

41,53 110,00 9,25

26,58 119,68 12,06

15,84 X 17,89 X 22,29 %

26 DIAS

48 DIAS

56 DIAS

63 DIAS

Me'dia =

DP

CV =

10,12

9,13

9,95

10,00

9,80

10,45

4,62 X
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lOU

80

6U

20 -

5x10 5x105 U10 6 2x1O6
•+•

4x10 8x10

DILUIÇÃO DO ANT1SSORO"1

Fifruia 13. Curva da t i tu lação do antissoro anti-hTSH, realizada

com o traçndor proveniente do radloiodaçãu n° R.
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Tabela 7. Título do antissoro determinado para

os diferentes traçadores.

ThAÇADOR TITULO DO ANTISSORO
(n*)

1 1: 625.000

2 1:1.162.500

3 1: 770.000

4 1: 850.000

5 1: 925.000

6 1: 900.000

7 1: 975.000

8 1: 875.000

9 1:1.250.000

10 1: 625.000



4.1.4. CONDIÇÕES DO ENSAIO

A Figura 14 exibe as curvas dose-resposta obtidas

emprerando-Be OB dois sistemas de ensaio: em equilíbrio e em

não-equilíbrio e os respectivos valores de ligação inespecífica,

específica, E D 5 Q e DMD. Nota-se que com a adição atrasado do

traçador, no sistema em não-equilíbrio, os parâmetros referentes a

sensibilidade do ensaio mostraram-se consideravelmente diminuí-

dos .

A Figura 15 apresenta o efeito da concentração do PEG

na precipitação do I-hTSH ligado ao anticorpo. Observa-se que

na concentração de PEG a 25 % garantiu-se a precipitação total

do complexo antigeno-anti corpo, mantendo-se o valor da ligação

inrspecifica baixo. Alem disso, nota-se que em torno dessa con-

centração, variando de 20 a 30 %, as ligações permaneceram

constantes.

A Figura 16 exibe os resultados comparativos da sepa-

ração de um ensaio pela precipitação com PEG, seguida ou nao de

lavagem e reprecipitaçao. Observa-se que a reprecipitaçao

diminuiu sensivelmente os valore da ligação inespecífica,

enquanto que os valores da ligação específica, ED50. DMD e das

concentrações das amostras controle permaneceram inalteradas.
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DE INCÜBAÇÃO
NÃO-EOUILÍBRIO

12,92

29,99

68,00

10,00

Figura 14. Comparação das curvas padrão construídas no sistema

de ensaio em equilíbrio (o—O) e em não-equilibrío

(• •) com o traçador proveniente da radioiodaçao

n» 10.
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Ticura 15. Efeito de concentraçaus crescentes de PEG na precipitação

iiiespecífica do 1-hTSH (o——o) o nas precipitações do

l2bl-hTSH ligado ao antissoro na diluição do RIE (• •)

e ligado ao antissoro cm excesso (•-—•).
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REPRECIPITAÇAO

NSB (X)
B/T (%)
ED50(uU/ml)
DMD (uU/ml)
CONT.ALTO (uU/ml)
CONT.MÉDIO (uU/ML)
CONT.BAIXO (uU/Dl)

15,54
23,58
74,00
17,00

140,00
61,00
27,00

7,64
25,40
73,00
15,00
130,00
63,00
25,00

Figura 16. Comparação das curvas dose-resposta obtidas pela

separação con PEG seguida (•—•) ou não (o——o)

de lavagem e repreclpitaçao (traçador ne 10).
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4.1 6 . SEQÜÊNCIA OPERACIONAL DO RIE

A partir dos resultados obtidos no estabelecimento das

condições ótimas para o RIE, obedeceu-se a seqüência operacional

seguinte para sua realização:

Todos os ensaios foram realizados a 4*C pelo sistema em

não-equilíbrio, conforme descrito no item 3.I.2.3..

Para a construção da curva dose-resposta foram incuba- *

dos por 24 horas o hTSH padrão, na concentração de zero a 400

uU/ml, com o antissoro na diluição estabelecida para cada

traçador (Tabela 7). Após esse período, foi adicionado o

traçador (diluído 18 vezes) e a incubaçao prosseguiu por mais

24 horas.

A amostra que estimou a ligação inespecífica foi

obtida pela incubaçao do traçador com fosfo-salina e as amos-

tras controle e aquelas com teor de hTSH desconhecido for an

incubadas em substituição as soluções padrão, conforme indicado

na Tabela 8 .

Finda essa incubaçao, as amostras foram separadas eu ..

replicatas, sendo determinada sua atividade em contador gama.

Cada amostra foi ensaiada em quadruplicata, correspondendo a

duplicata de incubaçao e duplicata de separação.

A separação foi realizada pela adição de 0,5 ml da

solução Oi PEG a 25 X preparada em tampão veronal, juntamente

com 30 ul de SHN por tubo. Os tubos foram então homogeneizados ec

vortex, centrifugados a 1.600 FCR durante 20 minutos e os sobre-

nadantes aspirados.

Os precipitados foram então dissolvidos com 0,3 ml da

6oluçao de NaCl 0,4 M e precipitados pela adição de 0,5 ml da

mesma solução de PEG, seguida de centr i f ügat-tío a 1.200 RCF du-

j



Tabela 8 • Protocolo do ensaio de hTSH.

FOSFO-SALINA AMOSTRA ANTISSORO l25J-hTSH

(Ml) (pi)

NSB 900

PAÜRÒES 100 SOO 100

CONTROLES 100 800 100

DESCONHECIDOS --- 100 600 100



ranie 30 minutO6.

Os sobrenadantes foram novamente aspirados e a ativi-

dade dos precipitados foi determinada em contador gama, corres-

pondendo a fração do traçador ligado ao anticorpo.

O cálculo da percentages! de ligação foi efetuado con-

forme descrito no item 3.1.3. e a curva dose-resposta traçada em

papel semi-log, cujo exemplo típico e exibido na Figura 18.

A concentração das amoBtras deconhecidas, determinada

pela leitura na curva dose-resposta foi corrigida pelo fator

empregado em suas diluições.

4.1.6. CONTROLE DE QUALIDADE

•4 . 1 . O . 1 . ESPECIFICIDADE

Os valores de hTSH de uma amostra com teor de hTSH

elevado submetida a diferentes diluições sao apresentados na

Tabela 9. Esses valores, guando multiplicados pelo fator de

diluição, forneceram resultados bem semelhantes, como pode ser

observado na Tabela IO. Obteve-se coeficiente de correlação

linear de 0,9976, significante para p < 0,001, entre OE volumes da

amostra empregados e as concentrações de hTSH determinadas

(Figura 17).

A figura 18 exibe uma curva dose-resposta típica do RIE

de hTSH, indicando que os pontos correspondentes 'as amostras

diluídas superpuseram-se a curva construída com o hTSH padrão.



90

Tabela 9 . Valores de hTSH de tuna mesma amostra com teor de hTSH

elevado submetida a diferentes diluições.

DILUIÇÃO

DA AMOSTRA 1:5555 1:6250 1:7.140 1:R333 1:10000 1:1R666 l:25X)00

CONCENTRAÇÃO 125,1 122,8 94,8

DE hTSH NA 128,8 121,2 96,6

AMOSTRA Dl - 124,0 109,2 101,2

LUÍDA (uL/Bl) 126,8 107,2 101,2

133,5 106,0 100,1

130,0 115,8 95,0

1 5 9 . 0 114 ,5 1 0 1 , 5

1 4 3 . 1 112 ,1 9 8 , 8

1 3 1 , 5 109 ,2 9 6 , 5

1 2 3 , 5 118 ,2 9 8 , 0

Media = 132 .5 113,8 98 ,4 8 3 . 2 7 0 . 2 43 8 3 1 . 2

DP = 4 0 . 4 15,3 ±2 ,4 4 2 . 5 +2.5 ±2 ,2 1 1 , 2

CV = 7 ,8 X 4,6 X 2 ,4 X 6 .6 X 3 ,6 % 4 , 9 X 3 .6

8 2 . 0

8 8 , 1

7 1 , 5

7 5 , 2

8 4 , 0

8 5 , 0

8 3 , 5

8 7 , 0

8 5 , 0

9 0 , 5

6 8 . 8

73 ,5

7 2 , 2 0

7 2 , 0

6 8 , 2

7 1 . 2

7 1 , 0

72 , 5

6 4 , 8

6 8 , 2

4 3 , 5

4 6 , 0

4 5 , 5

4 2 , 8

4 1 , 8

4 3 , 0

4 6 , 5

4 5 . 2

3 9 , 0

4 4 . 5

2 9 , 5

3 0 , 0

3 0 , 0

3 1 , 8

3 2 , 3

3 2 , 2

3 0 , 0

3 2 , 3

3 1 , 5

3 2 , 5
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Tabela IO. Concentrações obtidas es sete diluições diferentes

de una anostra coa teor de hTSH elevado.

FATOR DE

DILUIÇÃO

CONCENTRAÇÃO

DE hTSH NA

AMOSTRA DILUÍDA

CONCENTRAÇÃO

FINAL DE hTSH

0.74

1 :6.25O 1 J3. S 0.71

I:7.4 10 96.4 0.70

:f>.333 63.2 0.69

1 : 10.000 70.2 0.70

1 : 16.666 43,6 0.73

J :2b.000 31 .2 0,76

Média ' 0.72

DP =• 10.03

CV ' 4.0 2
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de hTSH elevado
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Figura 17. Efeito da diluição sobre a concentração de hTSH. A reta

que nelhor se ajusta é a definida pela equação

y = 14.1870 X * 0,8784 tom coeficiente de correlação sig

nJfitante para p < 0,001.
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Figura 18. Efeito da diluição da amostra (o) comparado a curva

dose-resposta do RIE de hTSH construída com o padrão

Standard A (•—•) e o traçador de nç6.
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4 1 . e 2 . EXATIDÃO

O estudo da exatidão desta técnica revelou recuperação

de soluções de hormônio padrão adicionadas a uma amostra COD

teor de hTSH conhecido (17,3 uU/ml) variando de 80,0 a 98,0 X

(Tabela 11). O coeficiente de correlação linear determinado

entre as concentrações de hTSH padrão adicionadas e aquelas de

hormônio recuperado foi de 0,9823, sendo significativo para p <

0,001(Figura 19).

•41.6.3- PREC X S A O

A Tabela 12 exibe os valores da análise da precisão

intra-enseio, em que foram dosadas num mesmo ensaio 25 replicatas

de três amostras controle. Os coeficientes de variação foram de

4,55 , 5,06 e 4,01 X respectivamente para os controles baixo,

médio e alto. A Figura 20 apresenta a dispersão intra-ensaio da

determinação da concentração das amostras controle.

Na Tabela 13 são expressos os resultados das dosagens

das amostras controle em 12 ensaios consecutivos, realizados com

diferentes traçadores. Os coeficientes de variação foram de

17,76 , 12,51 e 12,01 % respectivamente para os controles baixo,

médio e alto. A Figura 21 exibe a dispersão inter-ensaio da

estimativa da concentração das amostras controle.

4.1.6.4. SENSIBILIDADE

A sensibilidade de 20 ensaios realizados com diferentes

treçadores e expressa pelos valor de ED̂ Q e de DMD esta" apresen-

tada r.a Tabela 1*.



Tabela 11. Concentrações obtidas na prova de recuperação do hTSH,

adicionando quantidades crescentes deste hormônio a

una amostra COB teor de hTSH conhecido (17,33 uU/ml).

hTSH

ADICIONADO

(uU/ml)

hTSH

DETERMINADO

(uü/ml)

Media + DP

hTSH

RECUPERADO

(uU/ml) (%)

1 7 . 3 i 1 . 8

b.O 2 2 , 6 1 1 . 2 4 . 8 9 6 , 0

1 2 . & 2 8 , 8 ± 1.3 1 K b 9 2 . 0

2 b , 0 37 ,b 2 1,1 2 0 , 2 8 0 . 8

b O . Ü 3 7 . 8 1 1 . 3 4 0 . 5 8 1 . 0

1 0 0 , 0 104 .8 í 4 , 1 8 7 , 8 7 , b

2 0 0 . 0 213 ,4 í 10.2 196,1 9 8 . 0
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200.C

o

100,0
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200,0

|Ç. Estudo da recuperação do hTSH padrão adicionado a u»a

asostra con teor de hTSH conhecido. A reta que Bel nor

se ajusta é a definida pela equação Y - 0,9823 X -

4,4021 com coeficiente de correlação significanle pa

ra p < 0.001 .
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]2. Vnlores da concentração de hTSH das amostras controle

cem teor alto, médio e" baixo, determinado num mesmo

ensaio.

CX'NTHO? E BAIXO

(uU/ml)

28,20

3 0 , 5 0

2 8 , 5 0

2 7 , 2 0

2 9 , 5 0

2 8 , 5 0

2 9 , 5 0

2" ' ,20

2 8 , 5 0

3l',00

2 P , 8 0

2í ,2D

2 F , 8 Ü

3C»,8 0

2 9 , 8 0

2 P , 0 0

2 5 , 5 0

2 9 , 0 0

2 7 , 5 0

2 8 , 8 0

2 8 , 2 0

2 5 , 5 0

2 8 , 5 0

3 0 , 2 0

2 9 , 5 0

Medi») 2 8 . CO

Dl' í 1 , 30

CV - 4 . lit» S

CONTROLE MÉDIO

(uU/ml)

92,50 .
87,50

82,50

90,00

82,50

85,00

95,00

90,00

68,00

90,00

85,00

80,20

90,00

93,80

85,00

90,00

97,50

95,00

87,50

85,00

90,00

85,00

85,00

90,00

9B,80

89,00

14. bü

\>.0í %

CONTROLE ALTO

(uU/ral)

192,00

185,50

188,50

183,50

187,00

193,80

193,50

181,50

186,20

181,80

170,50

189,00

180,00

169,00

189,20

183,20

181,50

182,20

160,20

161,00

184,80

172,50

187,50

186,50

191,20

184.10

±7.40

4.01 %
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REPLICATAS ( n e )

1 8 4 , 1 0 + 7 , 4 0
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2
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d o s a d a s com 2gJ t e p l i c a i a s . Media i 2 DP e CV s a o

indicados.



Tabela 13. Valores de hTSH relativos ao estudo àa precisão inter-

ensaio realizado com diversos traçadores.

TRAÇADOR

BAIXO

AMOSTRAS CONTROLE

MÉDIO ALTO

,37.50

3 7.50

4 7,50

32.50

86.20

98.75

82.50

95.00

157.50

170.00

161.20

176.25

30

40

,00

.40

7 5

87

.00

,50

167,

147.

50

50

32

26

27

,S0

.50

7 3

73

72

. 7 &

,7b

,50

140

127

130

,0(J

.50

,00

3 1 , 2 5

32.50

30,00

33,48

16.0

17,76 %

75.00

65.00

87,50

81.04

110.14

12,51 %

158.7b

145.00

190.00

155,93

±18,75

12.20 %

Media

DP

CV
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Figura 21. Variação inter-ensaio das amostras controle dosadas

sistematicamente em 12 ensaior. diferentes. Múdia l

I DP e CV são indicados.
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Tabela 14. Análise da sensibilidade dos ensaios de hTSH.

TRAÇADOR

(n?)

1 ,

E D50

(uU/ml)

110.00

137.50

92.50

100.00

OMD

(uU/ml)

8.00

11 .00

7.00

11 .00

56.75

65,00

4.00

6.50

62

SG

ti

.50
,25

,00

4

4

3

.25

,00

.00

90
72

102

,00

,50

,50

6

5

5

.00

.00

,50

57.50 4,00

52.50

43,75

42.50

37,50

3.00

3,00

3,00

3,00

47.50 3 , 50
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4 . a . EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DO hTSH

4 2.1. OBTENÇÃO DO

A Tabela 15 apresenta os valores da atividade específi-

ca de hTSH dos vários extratos crus armazenados desde o período

de 1981 a 1982. quando da obtenção do hGH no IPEN-CNEN/SP.

As Figuras 21 a 23 exibem os cronatogramas das etapas

de purificação sucessivas do hTSH em Sephadex G-100, hidroxila-

patita e SP-SephadPX C-50, a partir do extrato cru liofilizado

(preparação C; Figuras 22 e 23) e das hipófises frescas (Figura

24). As areas hochuradas referem-se as frações que foram reuni-

das e dialisadas para serem aplicadas nas purificações subse-

quentes .

Os valores da atividade e da recuperação do hTSH-IPEN

obtido nas etapas de purificação sucessivas estão apresentados

na Tabela 16. Observa-se que o aumento da atividade específica do

hTSH obtido nessas etapas foi muito similar nos dois procedimen-

tos realizados em escala proporcional, a partir do extrato cru

liofilizado, empregando-se as mesmas resinas (Tabela 16 AeB).

Analisando-se os perfis cromatográficos das repurifica-

ções em Sephadex G-100, observa-se naquelas realizadas com o

extrato cru liofilizado. picos referentes a componentes com peso

molecular distinto do TSK (Figuras 22 A e 23 A). Esses picos nôo foram

evidenciados quando se empregou o extrato recém obtido de hipó-

fises frescas, cujo perfil apresentou um pico único (Figura 24

A) e recuperação de 105 X (Tabela 16 C).

As frações com maior atividade específica de hTSH

reunidas nas purificações em Sephadex G-100 apresentaram um

aumento de sue atividade err. torno de 1,5 vezes (Tabela 26 A-C) ,
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cerca da metade daquele obtido por R-oos e cols. (84) empregando o

Bio-gel P-150 (3,1 vezes).

Nas purificações subsequentes, em hidroxilapatita, as

frações eJuídos com o tampão na concentração de 0.2 N (Figuras

2 2 B o 24 D) apresentaram um aumento de aproximadamente 2 vezes na

atividade do liTSIl, obtido do extrato cru liofilizado, quando se

opipicpou a h jdr oxilapati ta preparada em nossos laboratórios

(Tabr Ia 16 A o D)- Esse aumento foi de 3,3 vezes quando se

útil iron o produto comorrin] purn n purificação dr> pxtrato fresco

(T:iini|ii |6 C ) . r.o entanto, o Incremento obtido por koos e cols.

(S-i) nonan etapa foi d«» 4,/ vezes.

Na última etapa de purificação em SP-Sephadex C-&0,

foram observados dois picos eluídos pelo tampão fosfato de potás-

F-in C,(H' M , ui'iTsciilandu uquele de iraior força de interação coir.

B ni(itri7, uniu atividade específica mais alta (Figuras 22 C o 24 C).

Essns frações, correspondentes aos picos com atividade de hTSli

maior, const i tuíram o liTSH-lPEN obtido a partir do extrato cru

Iiofi!i7odi> c armazenado durante quase 10 anos a -20*C (IPENftl e

I TFNíf 2) e a partir do extrato rece'm obtido (1PEN#3). Nessa purifi-

cação observou-se o maior aumento na atividade do hTSH, que

variou de 3,9 a 4,6 vezes (Tabela 16 A a C),sendo inclusive maior

do que aquele relatado por Roos e cols. (84) em purificação

s iini 1 «r (3,1 vezes ).

Apesar do extrato cru liofilizado e armazenado por

longu período ter apresentado maior atividade específica de hTSH

do que aquele recém obtido, o hTSH-1 PEN originado desses dois extra-

tos i>pi Tsenlou potência muito similar, da ordem de 2,2 U/mg

lint'cln 16 A ft C) .

Nule-se que a atividade do hTSH-IPENí3 aumentou 21

vc7rp durante sua purificação (Tabela 16 C) , etica do triplo
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Tabela 15. Extratos crus de riTSH obtidos durante o preparo do hüH

TREI'ARACAO PESO TOTAL DO PROTEÍNAS TOTAIS* hTSH

L1OF1L1ZAÜU

(DATA) (g) /«E/100 ue de\ (BR) /"ll/ig dè\ U

' \PROTE1NA/

A (1981) 29.80 1,57 467,86 0.084 39.30

li (1961) 13.70 2.0b 280.85 0.044 12.36

C (I9S1) 11,40 2 . GO 296.66 0 .300 89.00

i' > í Í* s.',' e. jo 1.64 10.1.32 C.04T

L (1982) 22, If. 1,23 272,44 0,120 32.6Í-

F (1962) 33,bb 0,67 291.8S 0 .110 32.11

Mi-dida de absorvancia a 280 nn, assunindo que A^f^B" - 1.0
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Tabela 16. Purificação da tireotrofina humana hipofisaria. Os

valores da atividade especifica são expressos como

média + DP, indicando entre parênteses o número de

determinações do TSH.

ETAPA DE hTSH hTSH

PURIFICAÇÃO ATIVIDADE ESPECIFICA ATIVIDADE RECUPERADA

(U) (*)

11.

4 .

1.

0 .

5

2

2

1

100

37

11

1

A - Purificação a parti» de extrato cru Iiofilí2ado (pieliainai):

Spphadex Ü-1U0 U l ) 0.29 í 0,09 (3)

Sephadex G 1U0 U2) 0,43 i 0,12 (6)

Hi'in'\jlapat i ta 0.;.r. ? 0,0:. (3)

£1 Scpfiadex C-bO 2,29 t 0.00 (2)

b - Pui if icavão a p a r t i i de extra io l i o í i l i z a d o (escala nalor ):

Sephadex G-100 (#1) 0.Í0 i 0,02 (4) 77.7 100

Sepliadex G-100 (#2) 0,41 í 0,04 (4) 30,1 30

Hidroxi lepa t l t a 0.4í> ± 0,07 (4) 9.7 13

SP - Sephadex C-50 2.1b i 0,3í> (3) 1.9 2

c - Purificação a partir de extraio cru fresco:

U- 1U'J ( * l ) 0 , 1 1 ( 1 )

S f p l i a d í > x G - 1 U 0 ÍP2) 0 . 1 8 ( 1 )

H i d r o x i l a p a t i i a 0 . b 9 ( 1 )

SI1 - S e p h a d f - x C - f i d 2 . 2 S ( 1 )

b.

b.

6,

0.

1

l

4

2

100

10b

79

2
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do aumento revelado na purificação do hTSH-IPENtl e

#2 (Tabela 16 AeB). Este incremento foi devido não apenas ao

emprego do extrato cru fresco, como também ao uso da hidroxilapa-

tita comercia].

Entretanto, o incremento final obtido por Roos e cols.

(84) , que também empregaram extrato cru fresco, foi de aproxima-

damente 46 vezes, provavelmente por causa dos resultados melhores

obtidos por esses autores com o uso do Bio-gel P-150.

Obteve-se portanto, aproximadamente 44 ug de hTSH na

purificação preliminar do extrato cru antigo (IPEN#1), 884 ug na

purificação deste extrato realizada em escala maior (IPENS2) e

88 ug na purificação do extrato cru fresco obtido de 165 hipo-

fises IPEN#3).

Na Tabela 17 são indicados os valores da recuperação

dos procedimentos de liofilização a que foram submetidas a

preparação hTSH-IPEN#2. Observa-se uma grande perda de

material quando o hormônio e' liofilizadc em tampão fosfato de

potássio, aesao na presença de •anilol, enquanto que a liofilização em taapão

glicina-fosfato forneceu a iclhor recuperação.

4.2.2. AVALIAÇÃO DE hTSH-IPEN

A Tabela t8 exibe os resultados da radioiodaçao das

três preparações do hTSH-IPEN. As anotações entre parênteses

indicam o tempo que o hormônio permaneceu armazenado em solução

a -20* C ou o meio em que foi liofilizado, conforme indicado na

Tabela 2.

Como o rendimento das radioiodaçoes realizadas com os

hTSH-IPEN foi muito baixo, não foi possível estimar a atividade

específica desses traçadores. Pela análise da Tabela 18 obser-

va-se tembe'tr. que e maioria das preparações» 1PEN armazenadas ea
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Tabela 17. Avaliação dos piocediaentos de lloflllzaçáo do hTSH

11'EN * 2. cujas condições de aiaazenaaento estão in-

djcadas na Tabela 2.

PREPARAÇÃO TAMPÃO MASSA MASSA RECUPERAÇÃO

TEÓRICA OBTIDA

(•e) («e) (*>

* 2-A Glicina 0.5 M - fosfato

de sódio 0.05 M , pH 7,2 146.36 Ml.06 96.40

z 'Í\. Li carbonato de sódio

0.00Í. M . pH 7.0 1.76 I.bb 87,lü

P 2 C Bicaibonato de sódio

0.00b M , pH 7,0 • manitol 29,17 27,8b 9b.bO

tt 2-D Fosfato de potássio

0.06 M . pH 7.0 31.82 18.6b 58,61

t> 2-E Fosfato de potássio

U.06 M. pH 7.0 • manitol &9 . 61 29.bO 49.60
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Tube la 18 . Resultados obtido:» nas radlolodaçòes r e a l i z a d a s

com o hTSH-lPEN.

PREPARAÇÂD RADIOIODAÇAü RENDIMENTO Kd

P i c o I I P i c o I I I

( l 2 5 I - h T S H )

1PEN #

IPEN tt

1

1

(2 muses)

IPEN tt

IPEN P

2

2-A

(pi icina-fosfato)

IPEN tt

lbi cai

JPEN tt

(bicar

1PEM tt

(liofi

1FEN P

(liofi

JPKN tt

2-B

tonaio)

2-C

bonato- mani

2-D

lízado)

2-E

lizadu mani

2

(6 niesec )

IPEN ti

1PEN tt

(J mós

Media

DP

( V

3 ;

3

)

=

'l

2

3

4

b

6

tol)

7

6

tol)

9

10

1 1

6 , 7 2

9 , 0 0

& . 4 1

7 , 3 2

1 2 . 7 7

4 , 3 8

0 . 1 0 7 0 , 3 4 8

0 , 1 1 1 0 , 3 5 2

0 , 1 1 6

0 . 136

0. 176

0. lbü

0, 146

0, 10b

0. 123

0,252

0,273

0,263

0,263

0.132 0,302

0,166

7.60

12.95

3 9.34 %

0,134 0,293

10,024 10.042

1 b . 0 I '' 2 9.33'
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meios distintos, revelaram nos c romã tog r anas de 6uas marcações

os picos II e III com os valores de Kd dentro da variaç&o da-

queles valores exibidos pelos traçadores NIDDKD (Tabela 4).

Alpumas das preparações do hTSH-IPEN#2 liofilizadosem aeios dis-

tintos c do hTSH-IPEN03, armazenado durante un aês ea BOIUÇBO, não

apresentaram o pico 111, correspondente ao ' 1-hTSH puro e inu-

nor reativo.

Os perfis cromatográficos desses traçadores IPEN que

apresentaram valores de Kd compatíveis com aqueles do NIDDKD

esteio apresentados nas Figuras 25 a 31 . Nessas figuras a linha

contínua expressa a radioatividade de 10 ul de cada fraçSo e a

linha descontínua indica a ligação do 125I-hTSH-lPEN ao anticor-

po específico, empregado em excesso. As áreas hachuradas corres»

pondero as frações que forara reunidas para serem analisadas como

tratador no R!F. A preparação ] F'EN'̂ 2 liofilizada aros diálise con-

tra u tampão piicina-fosfato, não apresentou imunorreatividade. a-

resaj de ter apresentado o pico com valor de Kd correspondente ao

1251 I.TSH (Figura 26).

A Tabela 19 indica o resultado da analise dos quatro trai-

dores IPEN, que se apresentaram imunorreativos, pela eletroforese

em gel de poliacrilamida. Os eletroforetogi amas desses traçado-

ftt são exibidos na Figura 32. Percebe-se que apesar dos traça-

dores IPEN terem apresentado um componente principal com valor de

Rm dentro do intervalo dos valores exibidos pelos traçadores

NIDDKD (Tabela 5), sua pureza eletroforetica foi menor quando

comparada com a desses traçadores (media de 43,29 % para o IPEN

contra 65,65 % para o NIDDKD).

Tal como observado com o traçador NIDDKD na Figura 10,

o componente secundário do traçador IPEN que migra na EGPA junto

com o CT n&o se mostrou immunorreativo, conforme e mostrado na

Figura 33.
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bJ

U

-0.4 0,2

Mpura 25. Croniü toe rama da pur li icaçâo do 12 1-hTSH 1PEN01 em

gel dc Sephadex G-100. Devido a diluição ocorrida

no procedimento de diálise, foi possível radioio-

dar apenas 2,& nr, do hurnônlo.
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2
C.
U

0,2 0.4 0,6 0,8 1.0 1,20,4 -0.2 0

Flpura 26. Cronalograma da purificação do i2bl-hTSH-IPEN0I

en gel de Scphadex C-100, radiolodado (2,8 pg)

após 2 neses de estocagea em solução a -20 sC
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Figura 27. Cromategrama de purificação do '2i> 1-hTSH-IPEN#2

em gel de Sephadex G-100.
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'2. -

1 -

30

20

10

0.4 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1,2 1,4

Figura 28. Cronatograma do purificação do l 2 &1-hTSH-1PEN02-A

em gel de Sephadex G-1UU. radioiodado após diá -

Jiüe cm tnmpáo ETlicina-fosfato st-Euida dç* liofi -

Ji zaçãü.
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Figuia 29. Cromatograma da pur i f i cação do I-hTSH-JPEIW2-E

em gel de Sephadex G-100, tadioiodado após l i o f i -

na presença de manitol .
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Figura 30. Cromatograma da purificação do 12bl-hTSH-lPENff2

em gel de Sephadex G-100. radioiodado após 6 me-

ses de estocagem em solução a - 2 0 E C
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Figuia 3». Cromatograma da purificação do ' 1-hTSH-IPEN#3

em gel de Sephadex G-10Ü.
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Tabela 19 . Valores de Rn e da percentagen de pureza eletrofore-

tica dos tratadores preparados a partir do hTSH-IPEN,

analisados pela EGPA.

PREPARAÇÃO TRAÇADOR Rm PUREZA

(n*) <%)

IPEN # 2 3 0,359 36,96

IPEN « 2-E 8 0,366 46,13

liofilizado

+ nanitol^/

IPEN * 2 9 0,361 44,58

(6 meses)

IPEN # 3 10 0,486 45,49

Media = 0.396 43.29

DP - ±0,059 14.27

CV = 14.92 % 9.66 %
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8-
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20 300 10

SEGMENTOS DO GEL

I b . t - i t '/•

20 30

Tipuia 32. Eletroforeiogrania& doc traçadores ITEM A - ni 3,

b n* ft, C - n6 9 e D ns 10 coníürnie relaciona-

dos na Tabela 21. As setas indicam a posição do

Cf. Us valoies do km do componetue nincipal são

indicados entre paréntesec. üs valores peicentuais

doe picos correspondentes aos componentes princi-

pal e secundário e ao '^5| ]j Vre, relativos á ati-

vidade total do gel, também são indicados.
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21,83 %

Excesso de anticorpo

©Ü 10 20 30©

SEGMENTOS DO GEL

i 2B
33. Separação do J-hTSH livre daquele ligado ao anticorpo

en LGFA. Para esta analise emprppou-ce o traçador pro -

vrniente da radioiodação n9 i do hTSH-1PEN#2. O valor cie

Rn. cio componente principal r indicado entre parênteses e

as setaü indicam a posição do C"J . Cs valores percentuais

dos F'ICOE c oi responden lee ao componente secundário,

et; ti irados em relação a radioatividade total no ecl.íi,

t itriit't-Ti i ncJi c a d o r . .
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As cutves de titulo do antissoro obtidos com os quatro

tiaçadores IPEN estão apresentadas na Pleura 34 em comparação

com a curva obtida com o traçador NIDDKD. A Tabela 2O exibe os

títulos do antlssoro determinados para esses traçadores. que cor-

respondem às diluições que forneceram a metade da ligação máxi -

ma de cada um, conforme especificado no item 3.2.6.2..

Na Tabela 21 estão arrolados os valores das ligações

inespecifica e específica, de ED e de OMD dos RIEs realizadas
50

com os traçadores 1PEN comparativamente ao tracador NIDDKD e das

roncontinções tias amostras controle.

As Figuras 35 e 36 apresentam as curvas dose-resposta

realizadas com oi; traçadores 1PEN e NIDDKD e os respectivos

perfis de Imprecisão intra-ensaio traçados pelo programa RIAKALK-



124

80

U.OI I). 1)6 U.b 1.2 2,4 4,8 9.6

ÜILUIÇAü DO ANTlüSORo"1 X ID*

Figure 34. Curvas da titulação do antissoro anti-hTSH realizada

cum os traçado res I PEN n' 3 (D D), n9 8 (A A)

nl $ (A A) e n* 10 (•—•) comparativamente com

travador MDDKI) (0---0).
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Tabela 2O. Titulo do antlssoro determinado para os diferentes

traçadoies IPEN em comparação com o traçador NIDDKD.

PREPARAÇÃO TRAÇADOR TITULO DO ANTISSORO

(nfi)

IPEN #2 3 1 :i.250.000

IPEN # 2-E 8 1 : 1 .200.U00

o^

Vcom manitoly

IPEN # 2 9 1:1.200.00

(6 meses)

JPL:N #3 ío í ;900.ooo

NIDDKD í 1 :900.000
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liibr-Jn 21. Valoies dos pnrãwetros üo controle de qualidade doa

RIF.r, realizados com os traçadores 1PEN e NIÜDKD.

PREPARARÃO 54 L1GAÇAU ED^ DMD CONTROLES

(pU/Bl ) (fU/ml) (fU ML)
HIESPECIFICA ESPECIFICA BAIXO MÉDIO ALTO

IFEN*2-E 3,83 25,15 11,53 2,42 6,73 31,29 51,54
/1JMÍ:1JzadcN
c o m r.aiijtoll

IFEN#2 4,50 20,60 12.75 3,32 6,47 25,16 50,70
( C- meses)

4,^7 ó ú , 2 C 5,40 2 , C 3 I S , 1 2 3 4 , C 4 C v , 1- 4

e. ,?7 40,4? 14,02 2,89 22,19 36,03 73,is
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125 I-hTSH-IPENf2-E 125
I-hTSH-IPEN*2
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« •

:t •

II IK 4%
a 2»

n m we
111 '.» 2»

uBV.

ii .H. Cur von tfoi;o t cspostu ( a c i m a ) o ruG p o c l i v o s p e r f i s du

J SI^J ecisãu in 11 a - e n s a i o ( a b a i s o ) o b t i d o s com os ira-

vadores I
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125 I-hTSH-IPEN«3 125

uU/nl

1(9

N

IB

«

29

I

I-hTSH-NIADDK

"'-•k
\

" * '

125 I-hTSH-IPEN»3

i t i i i

125

5 25 10Í 400 uU/nl
12.5 59 203

I-hTSH-NIADDK

* "

Figura 36. Curvas dose-resposta (acina) e respectivos perfis de

imprecisão lnira-ensaio (abaixo) obtidos com os tra-

çadores lPEN/?3 e N1DDKD.
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B . Dl 8CUB8AO

B.I. PADRONIZAÇÃO E>O RIB

0 K1E de hTSH desenvolvido neste trabalho vi6ou o

doseamento deste hornônio em extrato hipofisário durante as

vaVias etapas de sua purificação em nossos laboratórios.

Cumpre salientar que este RIE foi desenvolvido de

acordo com as condições e pelo emprego dos reagentes disponíveis

em nossos laboratórios, sendo portanto, realizados estudos que

visavam a obtenção de resultados rápidos, reprodutiveis e fide-

dignos .

Conforme comprovado pela EGPA, o hTSH frio recebido do

MDDKD não sofreu degradações durante o seu transporte, nca

durante seu armazenamento em solução a -20*C por 22 dias (Figura

6), sendo portanto, muito adequado para ser empregado nas

radioiodaçoes. Esses resultados concordam com as recomendações

recebidas do MDDKD de não utiliza-lo para radioiodaçao após o

armazenamento nessas condições, por mais de um a dois meses

(45).

No presente trabalho empregou-se o método de iodacao

descrito por Hunter e Greenwood (47), pois ale'm de ser universal-

mente utilizado, seus procedimentos sao simples e rápidos. Alem

disso, esse método ja' havia sido empregado em nossos laboratórios

« A C j

para o preparo do I-TSH de ratos (11), bem como por vários

autores para o preparo do 125I-hTSH (69,99,70,68,100,63,72,

39,73,50,82).

A purificação do 125I-hTSH em cromatografia de exclu-

são molecular em Sephadex G-100 foi eficiente para separar o

traçador (pico III) dos possíveis agregados de peso molecular
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elevado (picos I e II) e do *"l livre, resultando em traçadores

de pureza adequada. Alem disso, tal purificação possibilitou a

determinação do rendimento das radioiodaçôes e da atividade

especifica dos traçadores.

Os dados pouco uniformes referentes a atividade

especifica dos traçadores poderiam ser explicados pela atividade
12b

variável do 1 efetivamente utilizada nas radioiodaçôes (Tabela

3).

Embora a incubaçáo com o antissoro em excesso seja uma

íoima muito especifica de identificar o pico correspondente ao

I2''l hTSH puro e imunor reativo, a simples determinação de seu

coeficiente de distribuição, que está relacionado com o raio

rclerul.nr , pode ser c único crittwio empregado no reconhecii. ente

desse fico. Os diferentes traçadores apresentaram valores precisos

d ei; SP coeficiente, com CV de 16.07 *• (Tabela 4).

A análise pela EGPA mostrou-se muito adequada para

caracterizar o traçador, permitindo inclusive a estimativa de

sua pureza. Exames similares foram realizados por Lemarchand-
131

Beraud (59) com o TSH humano e bovino marcados com I.

A referida análise do traçador armazenado durante 40

dias a -20*C evidenciou a diminuição de sua pureza, com aumento

da liberação do *25j livre (Figura 11). Esse efeito poderia

ser amenizado pela obtenção do hormônio marcado com atividade

específica mais baixa (41). Nesse sentido, o próprio NIDDKD

recomenda o emprego de uma concentração menor do agente oxidante

na reação de radioiodaçao: 4 a 6 microgramas de Cloramina T por

micrograma do hormônio (45), praticamente a metade daquela utili-

zada neste trabalho (10 ug).
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Conforme j;'i discutido poi Hunter (48)» a ctudual

diminuição da lieuvuo cupuciflca do iracudor ocorrida ao longo do

tempo d<> nin.izcnamiMiIo (Tabolü C) podo r.er ulribuidu ü perda du

itnunur icntivldado do tratador causada pelo decaimento catastrófico

do i;idioiodo. Lssu oi;tudo da estabilidade do traçador confirmou

sun mirqum no poia BOI emprecado no RIE HOSBIO depois de ter

decorrido uma nela -vida do radioiodo. Sua estabilidade está de

aioulo com o descrito na literatura! que se refere a períodos de

;ir m,-i7onnm(>nl o <io !> n G semanai: (30.41)*

Como já verificado por vários autores para o RIE de

hTSII (50, 72 • 73), a adição ulterior do traçador aumentou a

KCIIK i bi 1 idade do ensaio, enquanto que o valor da ligaç&o espe-

cífica pernif-neccu inalterado (Figura 14).

A técnica de separação empregada no KIE foi a da

precipitação da fração ligada pelo PEG (72), que por ser un.

rconcnle do custo baixo era disponível eci grandes quantidades nos

labur alurio* da Divjsuo de Medicina do 1PEN-CNEN/SP. 0 principio de

d;i ürpar avni» polo IMU tem como funvoo diminuir u solvatação das

moJiHulai; bioloci tua . provocando assim, sua pre-cipi tação .O emprego de

PEü como agente separador atende nao apenas as exigências re-

ferentes ao custo bem como aos critérios de praticabilidade

(ropiilcz e simplicidade), aplicabilidade e reprodutibi 1 idade do

mt-todo de Reparação. Sua principal desvantagem e' o valor da

ligoçuo inespecífica elevado (5 a 15 %) podendo fornecer va-

lurcs mais elevados para hormônios protêicos (20). Portanto,

rccüii;onda-6c que sejam efetuados estudos para estabelecer as

condições ideais de separação para cada ensaio em particular

(28,20) .
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A concentração ideal de PEG a ser empregada na sepa-

ração dos ensaios correspondeu a 25 X, em torno da qual as

ligações foram con6tante6, apresentando os menores valores para

as ligações inespecíficas e os valores mais elevados para as

específicas (Figura 15).

Por não requer período adicional de incubação, a
i

introdução de uma etapa de lavagem seguida de reprecipitaçao na

separação do ensaio não comprometeu muito o tempo necessário

para a obtenção dos resultados. Alem disso, as curvas dose-res-

posta comparativas obtidas pela separação com PEG seguida ou não

de lavagem e reprecipitaçao foram sobreponíveis, apresentando

resultados similares para as amostras controle (Figura 16). Deste

modo foi prssível diminuir pela metade o valor da ligação

inespecífica mantendo-o dentro dos limites aceitáveis relatados

na 1 i teraturc ( 2 1 ).

Tendo em vista as condições dos nossos laboratórios, o

método de separação pelo PEG além de ser menos oneroso, mostrou

ser eficiente e bastante satisfatório fes nossas necessidades.

Outro achado que merece ser mencionado diz respeito a

correlação altamente significativa (p < 0.01 ) verificada entre

os valores da ligação inespecífica estimados na ausência de hTSH

frio e na presença de hTSH padrão em excesso (Tabela 22), facul-

tando a substituição do padrão pela 6olução fosfo-salina na

determinação deste parâmetro do R1E.

A oportunidade de poder empregar o MRC Research Stand- .

ard A (63/14) como padrão do RIE foi de grande importância para

comparar os resultados da extração do hTSH realizada neste tra-

balho com aqueles obtidos por outros autores que se utilizaram do ,1

mesmo padrão hormonal (64, 46). Esse padrão, recebido do Medicai

Research Council em 1973 e armazenado a -20* C, não se deteriorou

durante sua longa estoeagem a temperatura baixa, confirmando as

observações de Pekery e cols. feitas eni 1975 (72) sobre suo
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Tabele 22. VBlores percentuais comparativos da ligação

inespeciflca obtida em diferentes ensaios

substituindo ou não o hTSH padrão (Standard

A) pela solução fosfosalina.

ENSAIO

(n«)

I

2

3

4

í,

t>

Média -

DP

CV

hTSH

ZERO fU/ml

4.30

4.50

6.90

7.60

2.f.0

3,90

4,97
*

í 1 ,90

38.28 %

hTSH

400 pü/ml

5.20

6.40

7.00

7.60

4.30

4,70

b.87

±1 ,33

22,66 %

Y - 2.5955 •• 0.6586 X, r = 0,9421
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Entretanto, o Standard A ja' foi substituído pelas

preparações de referência internacionais estabelecidas pela

Organização Mundial da Saúde em 1974 e em 1983 (WHO hTSH INT.

STD. 68/38 e 80/558, respectivamente (37), ao mesmo tempo em que

a preparação de referência para o RIE de hTSH-RP-1 (LER 1952),

elaborada pelo Dr. Leo Reichert Jr. na Albany Medical College of

Union University, E.U.A-, tem sido distribuída pelo NIDDKD. Por-

tanto, comparou-se o emprego dos padrões Standard A e RP-1 na

construção da curva dose-resposta do RIE, obtendo-se curvas per-

feitamente superponíveis (Figura 37).

O controle da qualidade do RIE, tradicionalmente reali-

zado pelas medidas de especificidade, exatidão, precisão e sensi-

bilidade (2,65), garante a segurança ou fidedignidade dos resul-

tados obtidos. No presente trabalho esses parâmetros

foram rigorosamente investigados.

A linearidade e a alta correlação demonstradas entre a

diluição da amostra e a concentração hormonal determinada (p <

0,001), comprovam a inexistência de fatores interferentes na

diluição, sendo portanto uma prova da especificidade do ensaio,

conforme preconizado por Yalow (103) e permitem a diluição das

amostras dos extratos hipofisarios. A distribuição dos pontos

referentes às diferentes diluições da amostra guando transferi-

dos para a curva dose-resposta (Figura 16) revela o idêntico

comportamento das amostras e do padrão, validando a técnica

proposta.

O estudo da exatidão do RIE que exprime a relação

entre o valor deterninado e o valor real , revelou também

correlação linear altamente significativa entre as quantidades

de hTSH padrão adicionado e aquele recuperado (p < 0,001), cujo

coeficiente da correlação e' considerado excelente (64). Alem
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disso, esses valores da recuperação estão de acordo com os já*

descritos por Borghi e cols. para OB RIEB de glucagon (12) e

gastrina (13).

Os resultados obtidos na análise de precisão do método,

que descreve a reprodutibi1 idade intra e inter-ensaio, acusaram

valores do coeficiente de variação considerados excelentes para

o intra-ensaio e aceitáveis para o inter-ensaio (63), para os

três níveis hormonais analisados (Tabelas 12 e 13, respectiva-

mente). Segundo as observações de Rodbard (80) ja era de se

esperar maior imprecisão inter-ensaio do que intra-ensaio.

A sensibilidade dos RIEs, que depende da afinidade

entre o antígeno e o anticorpo e do erro dos pontos da curva

dose-resposta (90), apresentou valores de DMD variando de 3,00 a

15,00 uU/ml (Tabela 14).

ü RIE desenvolvido neste trabalho também pode-ia ser

utilizado na determinação dos níveis de TSH sérico em indivíduos

normais e hipotireóideos, desde que a curva dose-resposta fosse

preparada em soro isento de TSH. a fim de compensar os efeitos

inespecíficos do soro.

O emprego desse RIE na determinação dos níveis de TSH

séricos em indivíduos hipertireóideos, que requer um nível de

sensibilidade raramente encontrado na literatura, também exigiria

que se aumentasse sua sensibilidade.
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BE OBTENÇÃO r>O hT8H

Com o estabelecimento das condições de um ensaio para

dosaRcm de TSH nos extratos hipofisàiios humanos, foi

possível acompanhar as va'rias etapas de purificação para obten-

ção desse hormônio.

Tendo em vista o restrito suprimento e a difícil ob-

tenção de glânri"las hipofisárias frescas, o presente trabalho

tem como característica principal o estudo da possibilidade do

aproveitamento de extratos crus de hTSH provenientes de outras

purificações hormonais.

Uma das dificuldades em se obter hormônios glicoprotêi-

cos altamente purificados como o TSH, e devida não so' ao seu

polimurfismo como também a inativaçao parcial que sempre ocorre

durante os processos de purificação e estocagem desses hormônios

(75) :

Analisando-se os valores da atividade específica do

hTSH nos procedimentos de purificação, observa-se que o emprego

cie» extrato fresco apresentou um aumento significa li vo em

comparação com o uso de extrato cru liofilizado. Além disso,

utiiioivase que, a par 1 i i dos dois extratos, a maior perda ocorreu na

ultíroi etapa do purificação, na qual a atividade recuparada foi

do aproximadamente 2 %. Este resultado indica a importância da

concentração protèica na preservação da atividade do hormônio,

poii; nesta fase da purificação o hTSH já bastante puro,

encorit r nva-se em solução muito diluído, condição em que rua

doprndação é mais rápida (í»b).



AJguina perda dc material protêico poderia também ser

devida a aderência nas paredes dos tubos de vidro utilizados na

coleta das frações cromatográficas ou dos próprios frascos de

J iofi1izaçSo.

Porem, apesar do rendimento baixo e das perdas ocorri-

das, também devidas aos procedimentos de ultrafiltraçío e diá-

lisc, a potência do hTSH obtido (aproximadamente 2,2 U/mg) foi

cerca da metade (46) e um quarto (84) daquela determinada por

rod i nimunoensai o em outras preparações, empregando o mesmo

hormônio padrão Standard A, e cerca da metade (97), um terço

(45). n nonupJo (19) e ate' 17 vezes (91) da potência estimada em

outras preparações utilizando padrão equipotente (WHO 68/38).

Outro dado que reforçou a importância da concentração

protfica na ri C5erv£icüo do TSIi em solução foi observado quando

fórum rodioiododos o hTSH-]PENr2, mantido em solução a -20* C

durante seis mrses na concentração de 83 ug/ml e o hTSH-1PEN*3,

estocado durante um mês nas mesmas condições numa concentração

tio 8 »>r./nil . O primeiro forneceu um traçador ainda imunorreativo,

mor,mo após sois meses de arnazenanento. enquanto que o segundo

níio se prestou para radloioiiaçâo após um nês de seu preparo

(Tabrl.i 18).

A forma dc acondicionamento do hTSH e portanto muito

crítica para garantir seu emprego no preparo dos reagentes do

RIF, principalmente do traçador.

Todas as preparações de hTSH padrão contêm lactose ,

a! tiuit i (ii I humano ou U>vina). ou aali.-f. como substanciai protetora» (4).

Porém, não foi possível preservar o hTSH-1 PEN com albumina, pois

quando do preparo do traçador esta tambún seria redioiodada e

por ter nprox iradamente o dobro do peso molecular do hTSH, não
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Fieriu convenientemente separada do 1"l-hTSH na cromatografia de

exclusão molecular. Para obviar estes inconvenientes, proteínas

de peso molecular elevado ou técnicas de purificação do ^^I-hTSH

ul lot nativas podor jam net experimentadas.

Com relação ao açúcar, empregou-se o manitol que era o

único disponível em nossos laboratórios. Entretanto, ele nao se

mostrou eficiente quando adicionado ao hTSH-IPFN#2 mantido em

tampão bicarbonato (Tabela 18), possivelmente devido a algum dano

ja' ocorrido no hormônio durante o processo de d<álise (item

3.2.3.2. ).

Alguns autores empregaram outras substâncias proteto-

ras, tais como o glicerol para armazenar soluções prot"icas a

-2üc C ou o etilenoglicol (40 ) durante a purificação de outras

proteínas. Fntretanto, coito o plir.v.tol r explosivo c:ni contato con;

agentes oxidentes fortes (102), ele nao pode ser utilizado na

estnccfteiti do hTSH destinado a radioiodaçao em que o oxídante

Cloramina T e' empregado.

ü emprego do etilenoglicol na preservação do hTSH para

fins de radioiodação foi avaliado dissolvendo-se o hormônio do

MDDKD, hTSH-lG, em fosfo-salina contendo 50 % de eti lenoglicol.

Porém, nessas condições, o hTSH nao foi marcado (dados não apre-

scntnflnK), sugerindo ter o et i lenogl icol utilizado toda a Clora-

mina T disponível na mistura de reação.

Independentemente da forma de estocagem das

preparações 1PEN, os traçadores preparados com esse hormônio

apresentaram qualidade inferior daqueles preparados com o hTSH-

NIDDKÍ). Os rendimentos de suas marcações (Tabela 18) foram me- '•'

nores quando comparados com aqueles das marcações do hTSH-NIDDKD

(Tabeln 3). Nem mesmo a purificação do 125I-hTSH-IPEN#2 numa



coluno mais alta forneceu resultados melhores, conforme mostra a

Figura 38.

AJeni disso, a pureza eletroforetica dos tratadores

1TEN tombem foi inferior daquela dos traçadores NIDDKD, com

valorrs médios de 43,29 % para o primeiro (Tabela 19) e 65,65 X

para D segundo (Tabela 5).

Esses achados foram confirmados quando de seu emprego

na construção das curvas de título do antissoro específico, nas

quais o traçador IPEN*3 apresentou-se mais imunorreativo do que

o 1PEN*2. porem menos reativo do que o traçador NIDDKD (Figura

34). A análise comparativa dos RIEs realizados coro esses traça-

dores também corroborou essas observações (Tabela 2 1 e Figures

35.- 36)

Os resultados obtidos no presente estudo indicam que as

condições empregadas na purificação do hTSH hipofisario IJÉ>O

permitiram a obtenção de um produto com grau de pureza elevado,

que c condição fundamental para o preparo de traçadores adequa-

dos p.'iin RIE; (49). Lmbora tenha sido descrito, mais recen tenente,

uma técnica de purificação altamente específica paia o hTSH

hipofinário (bl.!>2), os procedimentos empregados no presente

trabalho foram compatíveis com os matérias disponíveis em nossos

labor a tor ion. Entretanto, quando o iiTSH-IPEN foi utilizado como

p.idríii) secundário do RIC cm comparação con o Standard A,

obtJvornm se curvas doso-resposta paralelas (Figura 39),

curi'i indu a adequação da purificação realizada para tal

f í rial idíuir . Tara tanto, as condiçôer. de acondicionamento do hTSII

p o rr, tudo do sua estati lidado dever iani ser estabelecidas.

Segundo Sizaret (92), o mais importante num padrão nao

e' sua pureza, ruas a sua similaridade com as substâncias as quais

c' comparado. Portanto, a pureza elevada de um produto pode ser

dispensável se ela ocasionar a sua instabilidade.



Deve-se salientar que. apesar de nos países

desenvolvidos os métodos radioimunológlcos Já terem sido

substituídos por métodos não-lsotóplcos. nos países em

desenvolvimento como o Brasil, o R1E ainda é utilizado no

diagnóstico clinico e espera-se que ele tenha uma vida longa (76).

Mesmo que no futuro ' ele seja substituído, todos os métodos

ínunológicos exigem antígenos e anticorpos. Portanto, a

padronização de um método de extração e purificação do TSH a

partir de hipófises humanas é muito importante-, pois por ser uma

molécula complexa, até o presente não se conseguiu sua síntese

por biotecnologia.
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n. CONCLUSÕES

ei. PADRONIZAÇÃO DO RIB

A partir dos resultados obtidos no presente estudo

pode-se concluir que:

1 - Foram desenvolvidas e padronizadas as diversas

etapas do RIF de hTSH que se referem ao pieparo do

traçador, a determinação das condições ótimas para o ensaio e

ao t-oniioln «Jo sua qualidade.

2 - Evidenciou-se ser o traçador obtido neste tra-

balhe iiiiumiii eti l i \ o t> adequado para ser utilizado por att dois

nicses após seu preparo.

3 - Determinaram-se as características do traçador

preparado com o hTSH proveniente no MD D K D para comparação com

troçadores preparados pela mesmo metodologia, a partir de outras

preparações hormonais.

4 - Confirmou-se ser o sistema de ensaio em nao-equilí-

brio um método mais sensível e adequado para a determinação do

hTSH.

5 - Lstabclocoransc as condições de precipitação da

fração ligada do ensaio pelo PEG, que atenderam aos critérios de

custo c eficiência da separação.

6 - 0 int-todo de R1E desenvolvido neste trabalho apre-

-t



I4Í>

sentou especificidade, exatidão, precisão e sensibilidade adequa-

das para a realização de ensaios com a obtenção de resultados

vá)i dos.

7 - O R1E assim desenvolvido esta' apto a ser utilizado

na determinação dos níveis de hTSH em extratos hipofisários,

apresentando um intervalo de determinação bastante amplo.
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A avaliação do hTSH obtido nesse estudo permite con-

cluir que :

1 - 0 extrato hipof isario não deve ser armazenado por

muito tempo antes de sua purificação para obtenção do hTSH, a

ser utilizado como mate'ria-prima no preparo do traçador do RIE.

2 - Mesmo empregando um extrato cru fresco, as etapas

de purificação realizadas não foram suficientes para fornecer um

produto com grau de pureza adequado para radioiodacao, sendo

necessoria uma purificação adicional.

3 - Essas preparações purificadas devem ser armazena-

das Qdcquadaniente para terem uma vida útil prolonrada, devendo-se

estohclfccr os meios apropriados para cada finalidade: padrão,

traçar! or, etc.

4 Criou-se experiência suficiente para a obtenção de

hTSII purificado que poderá ser empregado no preparo do padrão

r.oc uridar Io e de anticorpo específico para o RIE.
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