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PADRONIZACAO DO RADIOINUNOENSAIO DE TIREOTROFINA HUMANA E SUA
APLICACAO A PURIFICACAO DO HORMONIO PARA O PREPARO DE REAGENTES

DO ENSAIC

LIN HUl LIN

RESUMO

Padronizaram-se as diferentes etapas para o
radioimunoensaio de tireotrofina humana. efetuando-se a radio-
iodacao pelo método de Cloramina T e a purificacao do marcado em
gel de Sephadex G-100. A separacao das fracoes ligadas e livres
foi realizada pela precipitacao da frac¢do ligada pelo polieti-
leno glicol.

A analise dos parametros de controle de qualidade do
ensaio demonstrou a adequacao do método para dosagem de extratos
hipofisarios, apresentando um intervalo de determinac¢ao bastante
amp;o.

Realizou-se purifica¢ao de tireotrofina a partir de
uma das fragdes colaterais, obtidas duranie a extracao do
hormonio de <crescimento., com objetivo de se obter um reagente
puro para uso em radioimunoensaio. O protocolo de purificacao
foi adaptado do método descrito por Roos e cols., 0 qual envolve
as seguintes etapas:

1. Cromatografia de exclusdao molecular em gel Sephadex

G-100.

2. Cromatografia de adsorcédo em hidroxilapatita.

3» Cromatografia de troca ionica em SP-Sephadex C-50.

Avaliou-se o emprego do hormdénio obtido como i1racador
do radioimunocensaio em compara¢ao com aquele preparado a partir
dc hormonio obtido do NIDDKD, E U.A.. Os resultados indicam que.

embora nao tenha sido possivel obter um hormoénio com pgrau de



pureza adequado para ser empregado como tracador, crjou-se
experiéncia suficiente para o isolamento de tireotrofins que
podera ser empregado nho preparo de padrao secundario e de

anticorpos especificos para o radiolmunoensaio.



STANDARDIZATION OF HUMAN THYROTROPIN RADIOIMMUNOASSAY AND ITS
APPLICATION TO THE PURIFICATION OF THIS HORMONE TO THE
PREPARATION OF THE ASSAY REAGENTS

LIN HU] LIN

ABSTRACT

The various ' steps that are necessary for setting up
the thyrotropin radioimsmunoassay are presented below. Radio-
jodination 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 husan hypophyseal extracts, presenting a useful wide
determination range.

Purification of husan thyrotropin from side fractions
obtained during the purification of growth horsone was carried
out in order to obtain a pure reagent for use in the radio-
immunoassay. The purification procedure was adapted according to
the method described by Roos et al., which 1involves the
following steps:

1. Molecular sieve chromatography on Sephadex G-100.

2. Adsorption chromatography on hydroxilapatite.

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

The employment of the hormone obtained was evaluated
as the radloimmunoassay tracer in comparison with that prepared
from the hormone received from the NIDDKD, U.S.A..

The results indicated that although {t 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 so0 that it could be employed in the
preparation of the secondary and the specific antibodies for the

radicimrdnoacnay.
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1. INTRODUCAO

A tireotrofina (TSH) pertence a classe dos hormonios
glicoproteicos, onde estao incluidos os hormonios gonadotroficos
tanto placentario, como a gonadotrofina coridnica (CG), quanto
hipofisarios: foliculptrofina (FSH) e luteotrofina (LH) (75).
Esses hormonios, apesar de apresentarem fun¢does fisiologicas
diversas, possuem estreita semelhanca estrutural entre si e sao
os hormonios protéicos meis complexos conhecidos até o presente.
Eles derivam da evolucao bioguimica do mesmo locus génico, sendo
formados por duas cadeias glicoprotéeicas denominadas subunidades
A e B . A subunidade A desses quatro hormonios € codificada por
um gene comum (36) e contém determinantes antigénicos similares,
enquento gque as subunidades B possuem epitopos hormonio-
espécfficos que conferem & especificidade funcional para os
hormonios respectivos (24).

Essas subunidades sao unidas por ligagoes nao
covalentes, tais como as ligagoes hidrofébicas, ionices e pontes
de hidrogenio, sendo indicada pela dissociagao em acido
propionico que a intera¢ao hidrofobica € a mais importante para
estabilizar es moleculas do TSH (53). A subunidade A sapresenta
cinco pontes dissulfeto e a subunidade B seis (75).

O TSH humano (hTSH) possue peso molecular de aproxima-
damente 29.000 daltons, contem 89 residuos de aminoacidos na
cadeia A e 112 residuos na cadeia B (Figura 1). Os aminoacidos
terminais da subunidade A sao a velina e a serina, e o peso
molecular, calculado a partir da sequencia de aminoacidos e do
carboidrato desta subunidade, ¢ de 14.400 daltons. A subunidade B
tem como aminoacidos terminais a fenilalanine e a tirosina e

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



HaN-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~-FJE-LYS-VAL-GLU-ASN-
CHo
HIS-THR~ALA-CYS-HIS-SER-CYS-THR-CYS-TYR-TYR-HIS-LYS-SER-COOH

SUBUNIDADE A

HoN-PHE-CYS~ILE-PRO- THR-GLU-TYR-MET-THR-HIS-ILE-GLU-ARG-ARG-GLU-CYS-
ALA-TYR-CYS-LEU-THR-ILE-ASN-THR-THR-ILE-CYS-ALA-GLY-TYR-CYS-HET~
1HF-AFG*ASF-ILE-ASN-GLY-E:;-LEU'PHE-LEU-PRO-LYS-TYR-GLA-LEU-SER-
bLN-ASF-UAL-CYS-THR*TYR-AR&-ASP-PHE-ILE-TYR-ARG-THR—UAL-GLU-]LE-
PRO-GLY~CYS-PRO-LEU~HIS~VAL-ALA-PRG-TYR-PHE-SER-TYR-PRO-VAL-ALA-

LEU-SEF-CYS-LYS-CYS~GLY-LYS-CYS-ASP-~THR-ASP-TYR~SER-ASP-CYS-ILE-

HIS-GLU-ALA-ILE-LYS~THR-ASN-TYF -CYE-THR-LYS-PRO-GLN-LYS-SER-TYR-COOH

SUBUNIDADE B

Frgura 4., Sequéencia de aminoacidos da tireotrofina humana (89).



subunidades sao sintetizadas separadamente e unidas previamente
ao acoplamento das cadeias glicidicas (25).

A porcao glicidica do TSH refere-se a 16% de seu peso
molecular, sendo constituida de D-manose, D-galactose, L-fucose,
dacido N-acetilneuraminico, D-glucosamina e D-galactosamina (75).
A subun.dade A possue duas cadeias laterais de carboidratos
ligadas ao aminoacido asparagina nas posi¢oes 49 e 75, enquanto
que na subunidade B somente uma cadeia lateral de carboidrato
esta ligada a este mesmo aminoacido na posig¢ao 23 (89). A hete-
rogeneidade dos carboidratos constituintes dos hormonios glico-
proteicos confere diferencas quanto a afinidade do hormdnio ao
receptor e guanto a sua poténcia biologica (25).

Ja foram identificados, pelo emprego de anticorpos
monocloneis, cinco epitopos diferentes em cade subunidade do
hTSH, sendo um epitopo da subunidade B tambem expresso no TSH
bovino (32). Alem disso, verificou-se que a deglicosilagao das
subunidades do hTSH tem pouco efeito sobre sua ligagao com os
anticorpos, enquanto que a redugao das pontes dissulfeto altera
notavelmente esta ligagao. 1sto sugere que & conformagao
moleculer dada por estas pontes seja essencial para a
antigenicidade das subunidades e do proprio hormonio (32).

Quando analisado pele eletroforese em gel de poliacri-
lamide (EGPA), o hTSH mostrou ser bastante heterogéneo
(24,84 54), apresentando ate cinco componentes com pontos isoele-
tricos variando entre 7,25 (1) a 5,18 (V), (79).

O TSH € sintetizado em celulas especializadas da ade-
nohipofise, localizadas especialmente na borda mucoide central da
glandula, denominadas celulas tireotroficas. Essas celulas s#o
grandes e de forme poliedrica, constituindo 5 a 15% das célules

hipofisarias. Elas contem pequenos granulos de secregado gque



variam de 50 a 100 nm de diametro e possuem densidade eletrdnica
difusa (25).

A hipofise humena contem cerca de 100 a 150 ug de TSH.
Em condi¢bes normais, em que a taxa de secregao do TSH ¢ da
ordem de 50 a 200 ug/dia, existe um excesso na sintese da
subunidade A, cujas cadejas livres podem ser determinadas no
soro. No entanto, uma pequena quantidade de subunidade B livre
pode .ser detectada apenas em condi¢cdo de hipersecrecho deste
hormonio, caracteristica do hipotireoidismo, com taxa de
secrecao de 1000 ug/dia (25).

O TSH exerce sua acao na glandula tireoide, onde
regula uma serie de processos bioquimicos e fisiolégicos que
resultam na sintese e secrecdo dos hormOnios tirecideos . Na
tiredcide ele se liga aos receptores de superficie celular,
auméntando o conteudo celular da AMP ciclico via adenilato
ciclase. A subunidade B € a responséQe] pela especificidade da
ligacao aos receptores celulares, enquanto que a subunidade A
pode estar mais diretamente envolvida na ativacao da adenilato
ciclase (38).

A secre¢ho e os niveis séricos do TSH sao regulados
por dois mecanismos, um deles denominado de retroalimentagao
positiva e o outro, negativa. O primeiro ¢ mediado pelo hormonio
liberador do TSH (TRH), o qual estimula a sintese, a secrecao e
a glicosilegao do TSH; enquanto que o segundo € exercido pelos
hormonios tirecidecs , que inibem nao apenas a sintese e &
secre¢ao do TRH, como tambem inibem diretamente a sintese e &
secrecao do TSH (14).

A dosagem do hTSH e de grande importancia para avaliar
anomalias da fungao tireoideana e principalmente, realizar o

diegnostico diferencial entre o hipotireoidismo primario e o



secundario (25). Sua estimativa ¢ tambem de particular interesse,
quando associada ‘a determinacao de tiroxina (T4), para o
diagnostico precoce do cretinismo em recém-nascidos (67). Aleém
disso, € empregada no diagnostico de tumores hipofisarios e
hipotalamicos, de doencas granulomatosas acometendo a hipofise e
outras (27). Juntamente com os hormonios tiredideos , o ensaio
do TSH representa a medida hormonal mais frequentemente realizada
nos laboratdrios de analise clinicas.

Porem, a concentracao baixa do TSH na hipofise, aliada
a estreita similaridade estrutural com os demais horménios glico-
protéicos tem dificultado sua extragdo, caracterizagao e
dosagem. Muito esforgo tem sido despendido, portanto, no
desenvolvimento e refinamento de técnicas para extrai-lo,
purificé-lo e quantificé—lo.

Como se sabe, o0 surgimento da endocrinologis como area
do conhecimento foi motivado pelo eparecimento de metodos que
possibilitaram a medida dos hormOnios. Esses metodos eram, quase
semr excegao, bioensaios, que apesar de serem definidos como
funcionalmente especificos, apresentavam alguns problemas intrin-
secos tais como: pouca praticabilidade, limitagdoes de sensibili-
dade e especificidade. Essas limitegbDes foram em parte
solucionadas com a evolugao da metodologia, que passou =a
utilizar 6rg§os e tecidos isolados, bem como celulas isoladas.

Entretanto. apesar dos melhoramentos obtidos com as
evolugoes metodolégicas do bioensaio, nao foi possivel atingir
sensibilidade e praticabilidede satisfatdrias; o que levou ao
desenvolvimento de ensaios ditos estruturalmente especificos, que
med}am uma determinada estrutura quimica, supostamente
caracteristica de um hormbnio. Tais ensaios eram em gersal

relativemente simples, com razodvel sensibilidade, mas pouco



especf!icos Suas limitagdes foram superadas com o surgimento, no
final da decada de 50, de um novo princfpio de ensaio que veio
revolucionar quase todas as areas do conhecimento medico, em
particular a endocrinologia, area na qual ele surgiu.

Esses ensaios foram definidos genericamente como
ensaios em qQue o componente discriminador (anticorpo, proteina
ligadora ou receptor) esta presente em quantidade limitada e
saturado. A substancie a ser medida ou um padrao conhecido
compete com uma quantidade limitada da mesma substancia marcada
pelos sftios de ligacho (limitados) de um agente ligante, qué ']
o componente discriminador. A quantidade de substancia marcada
que se une ao agente ligante € inversamente proporcional a
quantidade do padrao ou da substancia a ser medida, presente no
meio. Através do comportamento dos padroes pode-se construir uma
curva de dose-resposta, baseando-se sempre na medida de uma das
fracoes marcadas, & que permanece unida ao agente ligante ou &
que permanece livre, apds ambas serem separadas por um agente
separador qualquer (8).

Os primeiros trabalhos descritos com base nesse princi-
pio foram os de Yalow e Berson.(104) e os de Ekins (31). Esse
método recebeu o nome de radioimunoensaio (RIE) por empregar
antigenos marcados com radioisdotopos e anticorpos. A simplicidade
operacional dessa técnica permitiu sua ampla aplicacdo para a
determinagao de um grande numero de substancias, fossem elas
hormonais ou nao. Com &a evolucdo dos imunoensaios, outros
métodos baseados nos principios do RIE foram desenvolvidos,
visando aumentar sua sensibilidade e praticabilidade, tais como
os ensaios imunorradiométricos (1RMA) (66,1), enzimaimunoensaios
(EIA) (35,34,87) e fluorimunoensaios (FIA) (8£3,60,786,29),

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



tos empregedos para medir o TSH no soro humano eram metodos
bioldgicos e como teis, além de nko permitirem o processamento de
um grande niumero de amostras, eram destituidos de sensibilidade e
especificidade adequadas. Consequentemente, seus resultados nen
senmpre eram fidedignos.

A partir de obtengao do hTSH de pureza elevada por
Condliffe, em 1963 (22), e o subsequente desenvolvimento de
anticorpos anti-hTSH em animais de laboratorio (101}, tornou-se
possivel o desenvolvimento de um RIE sensivel e especifico para
este hormonio, baseado no principio do imunoensaio descrito'por
Yalow e Berson.

Odell e cols. em 1964 (69) descreveram o0 primeiro
método radioimunologico para dosagem do TSH, no qual empregavan a
precipitacao alcoolica da fracao ligede para separa-la da
fracao livre. A seguir, foram relatados novos métodos, em que
eram solucionados diversos inconvenientes encontredos, permitindc
o processamento simultaneo de um grande nimero de amostras en
tempo relativamente curto e com grau de confiabilidade elevado
(99,70,68,100,63,72,39,73,50,82) .

Esses ensaios foram suficientemente sensiveis para
medirem concentracdes elevadas do TSH, porem, a distingao entre
concentragoes normais e diminui{das s0 foi conseguida apds serem
introduzidas varias modificagcdes nos RIEs. Com a recente
introdugdo dos IRMAs (18,85,6) e dos FIAs (58,77), que sao
metodos com sensibilidade e praticabilidade elevadas, capazes de
diferenciar niveis abaixo da normalidade daqueles normais, houve
um grande avan¢o no diagndstico das doengas tireoideanas.

A grande demanda de TSH, decorrente do desenvolvimento
desses ensaios, levou a realizagho de vdarios estudos sobre a

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



como reagente dos imunoensaios.

Os primeiros trabalhos referentes a extracao do TSH
foram reslatados no inicio da década de 30 por Janssen e Loeser
(56) e por Junkmann e Schoeller (57), qQue haviam desenvolvido um
métodn histologico para o ensaio biologico desse hormonio. Nos
anos seguintes, muitos- -experimentos foram conduzidos e diferentes
ensaios biologicos foram desenvolvidos com © propésito de isola-
lo.

No entanto, foi somente na decada de 50, com o emprego
da cromatografia de troca ioOnica em Amberlite IRC-50 para a
purificagao de proteinas, que Heideman (43) isolou o TSH bovino
com poténcia elevada. A obtengcao do TSH bovino foi seguida da
purificagao do hormonio humano, ovino, de baleia e porcino (75).

Condliffe e cols. (23), em 1959, empregando a resina de
cell;lose para a purificagao de TSH e LH bovinos, evidenciaram
que os hormonios glicoprotéicos humanos também poderiam ser
separados por essa mesma resina. Portanto, em 1963, Condliffe
purificou o hTSH através de cromatografias de troca ionica em
DEAE-Celulose e CM-Celulose, partindo de fragcoes colaterais
obtidas no isolamento do hormdonio de crescimento (GH) (22).

Com base nesses resultados, outros trabalhos foram
realizados empregando essas mesmas cromatografias e visando
isolar um numero maior de hormonios, a partir de um mesmo extrato
hipofisdrio.

Assim sendo, Parlow e cols. (71) em 1965, purificaram
os hormonios glicoproteicos hipofisarios humanos (TSH, LH, FSH),
a partir de produtos colaterais obtidos durante a extracao do
GH. Bates € cols. (5), em 1968, introduzirem a extragao
alcoolica, gue inibe a a¢é8o des enzimas presentes nos extratos

hipofiserios, permitindo assim o isolamento do hTSH con



rendimento elevado. Torjesen e cols. (97}, em 1974 e Hartree
(42), em 1975, empregando o processo de fracionamento com etanol
tambem obtiveram, com rendimento adequado o0s hormonios
glicoproteicos hipofisarios e o GH.

Roos e cols. (88) em 1975, utilizando as fragoes co-
laterais provenientes:- da extragcdo do GH como material de
partida, purificaram o hTSH atraves de cromatografias em resinas
outras que as celulgsicas: 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
obtencac dos hormonios hipofisirios para {ins terapéuticos e
paréindo de hipdfises congeladas, extrairam os diversos hormonios
hipofisdrios variando o pH do extrato e precipitando as proteinas
com sal neutro (sulfato de amonio). Este procedimento, seguido de
purificacio através de cromatografias de exclusao molecular
(Sephadex G-100) e de troca ionica (CM-celulose e DEAE-celulose),
maximizou o rendimento obtido na purificacao do GH e forneceu
rendimento apropriado no isolamento dos hormonios glicoprotéicos.

A introdugao de tecnicas cromatograficas mais
eficazes, tal como a cromatografia lfquida de alta eficiencia
(HPLC), possibilitou a obtengao, num curto periodo 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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mente, Jack e cols. (57,52) wutilizando anticorpos monoclonais,
que sao altamente especfificos, obtiveram os hormonios glicopro-
teicos hipofis‘rios humanos através de uma unica etapa de purifi-
cacao para os respectivos hormonios.

Alén desses estudos sobre a obtengao do TSH integro,
outras investigacoes j& foram conduzidas, com exito, para isolar
e caracterizar suas subunidades (88,55).

Pode-se concluir pelo supra exposto que a obtencao
hTSH em nosso meio € bastante desejivel, pois, por nao ser produ-
zido comercialmente no Brasil, o hormonio puro e importado a
preco elevado (cerca de US$ 415,00 o frasco contendo 100 ug),
(17).

O hTSH purificado constitui, portanto, materia-prima
fundemental para o desenvolvimento de seus imunoenssaios, servindo
de bonto de partida para o preparo de tragadores (radioatives ou
nao) ,preparacdes padrao, bem como para a produgao de anticorpos

especificos (mono e policlonais).

dc



PROPOSITO.

O presente trabalho tem por objetivo contribuir para a
obtencdo do hTSH em nosso meio, visando a substituicao de
produtos importados empregados na construcao de Sseus imunoen-
sajos. .

Tal contribuicao refere-se:

- Ao desenvolvimento e padronizacao de um RIE espe-
cifico para a determinagao do hTSH nos extratos hipofisarios.

- :A avaliacao do emprego de preparacoes cruas, prove-
nientes da extracao do GH, para o isolamento do hTSH.

- Ao estudo da adequagao do hTSH isolado no preparo de
reagentes do RIE, wediante comparagcao com o hormdnio

importado.
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2. MATERIAIS

2.1. MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

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

- Agitador mecanico do tipo "vortex", modelo AT 56, marca
Phoenix, S&o Paulo.

- Balanca analitica com precisao de 0,01 mg, modelo H20T,
marca Mettler, Zurique, Suiga.

- Balanga semi-analftica com precisio de 0,1 g, modelo
P1000ON, marca Mettler, Zurique, Suiga.

- Baldes volum€tricos de varios volumes, marca Pyrex, S&o
Paulo.

- Bequeres de vérios velumes, marca Pyrex, S&ao Paulo.

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

Suecia.

- Bomba de vacuo, modelo XX-6000000, marca Millipore,
Redford, E.U.A..

~ Centrifuga refrigerada automatica, modelo Super Speed RC-
2B, marca Sorvall, Comnecticut, E.U.A..

- Centrifuga refrigerada automdtica, modelo PR-2, marca
International Equipment Company, Boston, E.U.A..

- Coletor de fra¢des automatico, modelo Ultrorac 7000,
marca LKB, Estocolmo, Suécia.

- Colunas cromatogreficas de vidro de varios tamanhos, merca
Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Suécia e construfdas
nas oficinas do IPEN-CNEN/SP, Sao Paulo.

- Contador gama, tipo pogo com detector rde Nal(Tl), modelo
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4000, marca Beckman, Fullerton, E.U.A..

Contador gama, tipo po¢o com detector de Nal(Tl), modelo
1185, marca Nuclear Chicago, Illinois, E.U.A..

Cuba eletroforetica de acrilico, marca Tecnica Permatron,
Sao Paulo.

Densitometro, modelo Scan 400, marca Joyce Loebl, Londres,
Inglaterra.

Espectrofotometro, modelo PQM 1II, marca Carl Zeiss,
Oberkochen, Repﬁblica Federal da Alemanha.

Fonte de alta tensau, marca Tecnica Permatron, Sao Paulo.
Frasco de ultrafiltragao, modelo 202, marca Amicon,
Massachusets, E.U.A..

Freezer a baixa temperatura (ate -40°C), marca Metalfrio,
Sao Paulo.

Homogeneizador, modelo 60K, marca Virtis, Nova York,E.U.A.
Impressora, modelo Emilia PC, marca Elebra, Sao Paulo.
Impressora, modelo TY33, marca Teletype, 1llinois, E.U.A..
Impressora, modelo 80 F/T, marca Grafix, Sao Paulo,
Lampada fluorescente de 15W, marca Philips, Sao Paulo.
Liofilizador, modelo ML-LIO-3, marca Metallux, Sao Paulo.
Membrana de ultrafiltragao, DIAFLO PM 10, marca Amicon,
Massachusets, E.U.A..

Microcomputador, modelo I1-7000PCxtll, marca Itautec, Sao
Peaulo.:

Micropipetas de varios volumes, marca Clay Adams, New
Jersey, E.U.A..

Peagometro, modelo B371, marca Micronal, Sao Paulo.

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

Pipetas automaticas reguldveis de varios volumes, marca
Eppendorf, Hamburgo, Republica Federal da Alemanha.
Pipetas sorologicas e volumétricas de varios volumes,
marca Pyrex, Sao Paulo.

Provetas de vdrios volumes, marca Pyrex, Sao Paulo.

Refrigerador, marca Frigidare, Sé&o Paulo, .

Registrador, modelo 28000, marca Bryans, Londres,
Inglaterra.
Repipetador automatico, marca Eppendorf, Hamburgo,

Republica 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 ensajo, construidos nas oficinas do
IPEN-CNEN/SP, Sé&o Paulo.

Tubos cilindricos de vidro, 4 x 110 om, para moldagem do
gel de poliacrilamida, construidos nas oficinas do IPEN-
CNEN/SP, Séo Paulo.

Tubos de ensaio de polipropileno, 12 x 75 mm, marca Enmtel,
Sao Paulo.

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

Sao Paulo.
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REAGENTES BIOLOOICOS:

Albumina bovina (AB) fragiao V em po (n? A-8022), Sigma
Chemical Company, St. Louis, E.U.A..

Albumina bovina fracao V Ria Grade em 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 doagao do National
Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Diseases
(NIDDKD), E.U.A..

hTSH empregado para radioiodacao: NIDDKD-hTSH-16 (AFP
8770-B), obtido por doaciao do NIDDKD, E.U.A..

hTSH utilizado como padrao: MRC Research Standard A
(63/14), obtido por doa¢ao do Medical Research Council
(MRC), Inglaterre.

hTSH wutilizado como amostra controle: NIDDKD-hTSH-RP-1
(LER 19852) obtido por doag¢iao 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 Clinicas da Faculdade de Medicina da

Universidade de Sazo Paulo.
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PRODUTOS QUIMICOS

Acido cloridrico concentrado, P.A. Merck, Séo Paulo.

Acido 5,5-dietilbarbitirico, P.A. Merck, Sdo Paulo.

Acido etilenodiaminotetraacetico (EDTA), P.A. Carlo Erba,
Séo Paulo.

Acrilamida 87X, Bio Rad, Califormia, E.U.A.

Azida sodica, Merck, Sao Paulo.

Azul de bromofenol, Merck, Sao Paulo.

Azul dextran 2000, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Suecia.

Bacitracina, Inlab, Sao Paulo.

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

Louis, E.L.A..

Bicarbonato de sodio, P.A. Carlo Erba, SBo Paulo.
Cloramina T, P.A. Merck, Sao Paulo.

5,65-dietilbarbiturato de sddio, P.A. Merck, S&o Paulo.
Fluoreto dc fenilmetilsulfonil (PMSF), Sigma Chemical
Company, St. Louis, E.U.A..

Fosfato de potassio monobdsico e bibdsico, P.A. Merck, Sao
Paulo.

Fosfato de sodio monobdsico e bibésico, Merck, Sao Paulo.

Glicina, P.A. Merck, Sao Paulo.

Hidroxilapatita esferoidal, BDH Chemicals, Dorset, Inglaterrs.

Hidroxido de sodio, P.A. Carlo Erba, Sao Paulo.
Jodeto de potassio, P.A. Merck, Sao Paulo.
Manitol, Farmacia do HCFMUSP.

Metabissulfito de sodio, P.A. Merck, Sao Paulo.
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Na1251 em hidroxide de sodio 0,1 N, New England Nuclear,
Boston, E.U.A..

N-etilmaleimida, Fluka, S&c Paulo.
N,N’'-metileno-bis-acrilamida (Bis-acrilamida), P.A. Bio
Rad, Calijifornia, E.U.A..

N,N,N',N’-tetrametilenodiamina (TEMED), P.A. Bio Rad,
California, E.U.A..

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

Reativo de Folin-Ciocalteu 1,75 N, Queel, Sao Paulo.
Riboflavina, Roche, Sao Paulo.

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

Sephadex G-100, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Su€cia.
SP-Sephadex C-50, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala,
Suecia.

Sulfato de amdonio, P.A. Reagen, Sao Paulo.

Sulfato de cobre pentahidratado,‘P.A. Reagen, Sao Paulo.
Tartarato de sodio, Hoechst, Sao Paulo.

Tiomersal, Queel, Sao Paulo.

Trasylol (10.000 KUl/ml1), Bayer, Sao Paulo.
Tris-hidroximetil-aminometano (TRIS) P.A. Merck, Sao

Paulo.
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2.4. BOLUCOES:
2.4.1. SBOLUCOES EMPREGADAS NA RADIOIODACAO DO
hTSH :

- Fosfo-salina (tampiao fosfato de sodio 0,01 M , 7,6, NaCl

0.15 M e tiomersal 0,01%):

Fosfato de sédio monobasico hidratado...........0,18 g
Fosfato de sédio bibdsico bihidratado...........1,55 g
Cloreto de BOdio. ... cvrererrerrennonensoronenns 8,50 g
Tiomersal...... Cee et tse e Cr ettt 0,10 g
ABua desStilada Q.6.P.ccereenneennennerennnns ...1,00 1
- Tampao fosfato de sodio 0,5 M , pH 7,4:
Fosfato de sodio monobasico monohidratado...... 12,97 g
Fosfato de sodio bibasico dodecahidratado..... 145,07 g
Agua destilada q.s.p............; ............... 1,00 1

- Tampao fosfato de sodio 0,05 M , pH 7,4:
Preparado & partir do tampao fosfato de sodio 0,5 M, pH

7,4, diluido 10 vezes em agua destilada.
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2.4.2. BOLUCAO EMPREGADA NA PURIFICAGCAO DO
nRTSBH RADIOIODADO

(cromatografia em Sephadex O—100):

- Tampao fosfato de sodio 0,05 M , pH 7,4 (conforme prepara-
do para radioiodagdo), contendo 0,1X de AB e 0,02% de

azida sodica:

2.4.3. SBSOLUCOES EMPREGADAS NA ELETROFORESE

EM GEL DE POLIACRIILAMIDA:

- Acido cloridrico 1 N: 8 ml do concentrado para 100 ml de

" dgua destilada.

- Solugao A, pH 8,9:

TRIS. .. ovurnn. e e e e e e ..36,60 g
TEMED. o v o v vieee e evnenannnns e, ...0,23 ml
Acido cloridrico 1 N................. e 48,00 ml
Agua destilada Q.85.p........ Cheereenenreeees..100,00 ml

- Solucao C:

Acrilemida.......... e s e s ee et e e 28,00 g
Bis-acrilamida................ ... ..., e ..0,74 g
Agua deSlilada g.B.P.....vrrinrrnnennn. A .100,00 ml

- Solucéo E:
Riboflavina.................... e e 4,00 g

"Agus destilada q.8.p............ e e 100,00 ml
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- Solugdo F:
SBCArOBE. .. .. i ittt ittt tie ittt ettt 20,00 g

Agua destilada Q.B.P....nvuvrinrenn i 100,00 ml

- Solugao para polimerizaciao (poliacrilamida a 7%):

SOIUGAD A...vvvenvrresecnansoonscsocanaasaonoosss 1,00 m]
Solugao C........ D ve0.2,00 ml
Solugao E.......... cee et tenesesnaenn et e 1,00 ml
ABua deStilada......ccovuiennnecnenneonnreunennns 4,00 ml

- Tampdo TR1S-glicina 0,4 M , pH 8,3:

W 1 3 TS 6,00 g
e 1 8 2 T T 28,80 g
Agua destilada Q.B.P.. . ivveeecnnnernnennenens 100,00 ml

Diluido 10 vezes em égua destilada imediatamente antes do

Uso.

- Solucao de azul de bromofenol: 0,1 mg em 100 ml de agua

destilada.
.4 . BOLUCOESB ENPREGADAS NO RIE DE hTSH:
- Fosfo-salina conforme preparada para radioiodagao.

Auicionado 0,1% de AB Ria Grade a soluacdao imediatamente

antes do uso.

- Solugéo de EDTA 0,1 M: 18,61 g em 500 ml de fosfo-salina.
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- Fosfo-salina-EDTA:
EDTA 0,1 M.............. Ce s riens et mre e 10,00 m1l
Fosfo-salina gq.s.p........... ceeeerecsean ces:+.100,00 ml
Adicionado 1% de SCN a solugdo imediatamente antes do

uso.

”

2.4.85. SOLUCOES EMPREGADAS NA SEPARACAC DO

RIE DE hTSH:

- Solucao de NaCl 0,4 M: 11,69 g em 500 ml de agua destila-

da.

~ Tampao veronal 0,025 M , pH 8,6:

Acido 5,5-dietilbarbiturico........covuvvuvnvn... 1,18 g
5,5-dietilbarbiturato de sodio................. 19,30 g
Ague destilada Q.6.P. ... ittt . 1,00 1

Diluido 4 vezes em dgua destilada imediatamente antes do

uso.

- Solugao de polietilino glicol (PEG) 6000 a 25% : 25 g em
100 ml dos respectivos tampoes (veronal, fosfato ou

fosfo-salina).
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8. BOLUGCOES EMPREGADAS NA DETERMINAGCAO
PROTEICA PELO METODO DE LOWRY:
- Solucgéo A:
Carbonato de S0di0. .. ..veve e rrnrennnnneennnns 2,00 g
Hidréxido de 66di0. .. ...t v crennnrnervenenann 4,00 g
ABUA destiladd G.5.DP....ertvnnrrronnennnennnns 100,00 ml
- Solugao B:
Sulfato de cobre pentahidratado................. 1,00 g
Agua destilada Q.B.P. ..t i e e e 100,00 m]
- Solugao C:
Tartarato de S80dio. .. ...ovvterrvrronneeennnnerens 2,00 g

Aéua destilada Q.5.P. ...t v i ce e 100,00 ml
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— Solugao reagente:
SOMUGBO A...vvvnervnnnrnecacnocanenonosannnaas 100,00 m!
SOIUCB0 B. ..ottt it na i, et 1,00 =l
SOIUGAD €. oo iiierinnerecnoresvenneanncnaeanonss 1,00 ml

Prepareada imediatamente antes do uso.

- Reativo de Folin 1 N: 10 m} para 17,5 ml de agua destila-

da. Diluido iwmediatamente antes do uso.

2 4.7. SOLUCOES EMPREGADAS NA Exmc:(o DO

hT8H:

- Tampaoc fosfato de sddio 0,02 M , pH 7,4:

Fosfato de sodio monobasico hidratado........... 0,52 g
Fosfeto de sodio bibasico dodecahidratado....... 5,80 g
. Ague destilada (-1 - 35 - N 1,00 1

- Tampao fosfato de sodio 0,03 . pH 6,2:

Fosfato de sodio monobasico hidratado........... 3,37 g
Fosfato de sodio bibasico dodecahidratado....... 2,00 g
Akua destilada Q.B.P. ..ttt osnesas 1,00 1

- Solug¢do 1:

AZida BOAICR. v vve v s cine e tnreneeenneenenen 0,20 g
EDTA. . ... .ot ienenns ceve s vas s eh e 1,86 g
Trasylol). .. ... iiiinr i inenreess e reen e 5,00 ml

Tampao fosfato de sodio 0,03 M, pH 6,2 g.s.p....1,00 1



24

- Solucao 11}:

N-etilmaleimida................... there et 0,25 g
Benzoato de p-hidroximercirio................... 0,72 g
Bacitracina............... Ch it eres et eae e 0,10 g

Tampao fosfeto de sodio 0,03 M, pH 6,2 q.s.p...10,00 ml

- Solugdo IlI:
PMSF .. ...t iiiiiieenrnocsnccnsssnans teereseeass0,35 g

Etano]l Q.8.P.......c.tveeosenosrvnvenscnn vee++.10,00 ml

- Tampao de extracao:

SOluCBo I..vovvineeennnnnn et 250,00 ml
Solucd0 11...vvennrennnnnnnns e 1,00 ml
Solucao JIl. ..o ineniniennnnn, e 1,00 ml

~ Solugao 1IV:

20 1, O N 1,86 g
AZIidE SOAICR. . o ottt te e e 0,20 g
Trasylol .. ... ittt it tonennnens 5,00 ml
ABua destilada Q.8.P..v:uevrrrnernrerrenannenns 1,00 1

-~ Solugao de hidroxido de sodio 1 N: 4 g em 100 ml de agua

destilada.

- Solug8o de hidroxido de sddio 0,1 N: Preparada a partir
de solugi@o hidroxido de sodio 1 N, diluida 10 vezes em

Agua destilada.

- Soluc¢ao saturada de sulfato de anmonio: 531 g em 1 litro

de agua destilada.
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2.4.8. BOLUCE)EB EMPREGADAS NA PURIFICACAO DO

EXTRATO HIPOFISARIO:

CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G-100:

- Fosfo-salina (tampio fosfato de potassio 0,1 M , pH 7,0,

NaCl 0,3 M): .

Fosfato de potdssio monobasico.................. 5,31 g
Fosfato de potassio bibasico..........ooeev.n.. 10,62 g
Cloreto de 80di0.............. e, 17,55 ¢
Agua destilada Q.6.P.....cieerrinnrnnenonnns 1,00 1

CROMATOGRAFIA EM HIDROXILAPATITA:

- Solugéo
Fosfato

de agua

- Solugao

Fosfato

A:
de potassio monobasico 0,5 M: 68,04 g em 1 litro

destilada.

B:

de potassio bibasico 0,5 M: 87,09 g em 1 litro de

égua destilada.

- Tampao fosfato de potessio 0,03 M , pH 7,0:

SolucB0 A...vvvvuernnn et et e e 23,10 ml
SOIUGARO B. ..ot i v vtrnr e ineereronrooesonensen 36,90 ml
Kﬁua destilada @.B.P....c.vvvvviaens e e, 1,00 1

- Tampio‘fosfato de potassio 0,05 M , pH 7,0:

Solucao

Al i e e bt 19,25 ml

SOIUGROD B.u ittt ittt e e e 30,75 ml

Akus destilada Q.B.P. ... ... . it iieanans 500,00 ml
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- Tampao fosfato de potassio 0,2 M , pH 7,0:

SOTUGCEO A.v v vemreoeeee tee ettt e e 78,00 ml
Solugéo B........ et e ettt 122,00 ml
Ague destilada Q.6.p......... ettt 500,00 ml

- Tampao fosfato de potassio 0,5 M , pH 7,0:

Soluc@o A.......c.... C i e s een cer et r e 195,00 ml
Solugao B........... et ree e et 305,00 ml
Akua destilade Q. 8.Pp. .. ... ...ttt reerrcnesnas 500,00 ml

CROMATOGRAFIA EM SP-SEPHADEX C-50:

~ Tampao fosfato de potassio 0,005 M , pR 7,0:
Preparado a partir do tampéo fosfato de potassio 0,5 M, pH
7,0, descrito na cromaetografia em hidroxilapatita, dilufdo

100 vezes.

- Tampao fosfato de potassio 0,02 M ; pH 7,0:
Preparado a partir do tampao fosfato de potéssio 0,2 M, pH
7,0, descrito na cromatografia em hidroxilapatita, diluido

10 vezes.

~ Tampao fosfato de potassio 0,06 M , pH 7,0:
Solucdo A (cromatogrefia hidroxilapatita).46,20 ml
Solugao B (cromatografia hidroxilapatita),73,80 ml

Kgua destilada Q.5.P. . .....ccor v uieeares 1,00 1

~ Tampéo fosfato de potéssio 0,5 M, pH 7,0: Conforme

descrito na cromatografia em hidroxilapatita.
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. ®. SOLUCOES EMPREGADAB NO ACONDICIONANENTO

DO hTSII PURIFICADO PAKRA LIOFILIZACAO

- Tempao glicina 0,5 M - fosfato 0,005 M , pH 7,2:
Fosfato de sodio bibasico dodecahidratado..1,80 g
Ahun destilada Q:8.p......... S 1,00 1

-~ Tampao bjcarbonato de sodio 0,005 M , pH 7,0:

Bicarbonato de sodio........ e ser e e 0.42 ¢
Agua destilada GeB . Peov it svssrasotrseonenans 1,00 1
- Tampao fosfato de potegssio 0,06 M , pH 7,0: Conforme

descrito na cromatografia em SP-Sephadex C50.
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S. METODOS
3.1. RADIOIMUNOENSAIO DO hTSH

O RIE foi padronizado segundo o metodo comunicado por
Borghi e Bartolini (9), empregando os reagentes bioldgicos forne-

cidos pelo NIDDKD e MRC especificados no item 2.2..

3.1.1. PREPARO DO TRAGCADOR

O tragador foi preparado a partir do hTSH-~I16 altamente
purificado, fornecido pelo NIDDKD, na forma liofilizada para ser
utilizado exclusivamente com esta finalidade, que apresen‘ava
poténcia radioimunologica de 6,6 Ul/mg com relacio 80 padréao
internacional estabelecido pela Organizagao Mundial da Saude em
1969.(WHO hTSH INT. STD. 68/38). As contamina¢oes, determinadas

pelo RIE, foraw 28 Ul/mg para o FSH e 500 Ul/mg para o LH (45).
3.1.1.1. ANALISE DO hTSH "FRIO"

O hTSH-16 foi analisado pela EGPA para confirmar sua
integridade apés seu transporte aereo dos E.U.A. para o Brasil e
eventual permanéncia na alfandega a temperatura ambiente. Amos-
tras de cerca de 30 a 50 ug do hormonio proveniente de cada um
dos embarques eram analisadas apos seu recebimento e dissolugdo
em fosfo-salina, desenvolvendo-se a EGPA de acordo com o metodo
de Davis (26).

Para tanto, utilizaram-se tubos cilindrico:r de vidro de
4 mm de diametro 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 posicao vertical.

A solucdo para polimerizacio (poliacrilamida a 7 %),
preparada conforme descrito no item 2.4.3., foi transferida com
pipeta Pasteur para os tubos ate uma altura uniforme de 9 ca.
Para evitar formagcao de menisco na extremidade superior dos
geis, adicionaram-se gobre a solucao cerca de 100 ul de agua
destilada; de forma a assegurar obtencao de bandas perfeitamente
horizontais na separacao eletroforeética.

A seguir os tubos foram expostos a cerca de 7 cm de uma
lampada fluorescente de 15 watts durante 45 minutos a 4°C, para
permitir a polimerizagcao do gel. Finda sua polimerizacao, a
agua destilada foi retirada com a ajuda de papel absorvente e as
amostiras foram aplicadas por meio de pipetas automaticas. O
volume final das amostras foi sempre igualado ate um volume
mEximo de 200 ul, sendo completado quando necessarijo com tampao
fosfato de sodio 0,05 M pH 7,4. ‘

Adicionaram-se cerca de 30 ul da solugao F para aumen-
tar a densidade das amostras e evitar sua mistura com o tampao de
corrida antes do inicio da eletroforese. Acrescentaram-se também
10 ul da solucao de azul de bromofenol para indicar o final da
corrida (corante tragador -~ CT). As amostras resultantes foram
ent8o homogeneizadas por inversoes repetidas do tubo cilindrico
de vidro, vedando a cutra extremidade com "Parafilm”.

Apos retirada do "Parafilm" de ambas as extremidades,
os tubos foram posicionados verticalmente na cuba eletroforética
e completou-se o espago acima das amostras de cada tubo com
tampao TRIS-glicina. Este mesmo tampao {foi empregado para a
corrida eletroforetica.

A corrida foi realizadas com corrente anodica de 2 mA

por gel a 4°C, sendo interrompida quando a bunda do CT chegou at¢



30

cerca de 3 cm da extremidade inferior do gel.

Finda a eletroforese, os geis foram removidos dos tubos
de vidro através de injegcdo de sdgua continua, empregando-se
seringa pldstica com agulha de ago inoxid§Vel. de modo a des-
prender toda a superficie do gel do tubo.

En seguida, os geis foram lidos diretamente no densi-
tometrc 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
amplificac@o, sendo o deslocamento do gel frente ao feixe de luz
de 25 mm/minuto.

A partir do perfil eletroforetico (absorvancia x com-
primento do gel) calculou-se o valor da migracéo relativa (Rm) do

hTSH em relacéo a migragao do CT.
3.21.1.2. TECNICA DE IODACAO DO hTSH

O hormonio foi iodado pelo método de Hunter e Greenwood
(47), modificedo no que diz respeito a concentra¢ceso dos rea-
gentes, empregando-se 1251 na forma G¢ iodeto de so6dio, livre de
carregador e de agentes redutores.

As radioiodacoes foram realizadas em capela e a tem-
peratura ambiente, observando-se as devidas precau¢oes na ma-
nipulacao do material radioativo.

A um tubo de ensaio de vidro, com fundo c¢Onico, que
continha 40 ul de tampio fosfato de sddio 0,5 M, pH 7,4, adicio~

naram-se sucessivamente:

a - hTSH: 10 ul da solucéo de concentragao de 0,5
mg/ml
b - 800 uCi' (29,6 MB@® de '?%1, em volume varidvel de

acordo com a atividade espec{ifica de cadapartida
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microCurie = 3,7 x 10" desintegragdes por segundo
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c - Cloramina T: 10 ul da solugao de concentragio de
5 mg/ml

d - Metabissulfito de sodio: 20 ul da solugcao de con-

centra¢ao de 10 mg/ml

e - Iodeto de sodio: 200 ul da solugdo de concentra-

sédo de 1 mg/ml

f - Azul dextran: 1 ml da solugBo de concentracao de

2 mg/m!

O hTSH foi dissolvido em fosfo-salina, enquanto que os
reagentes dos itens c e d foram dissolvidos em tampao fosfato de
sodio 0,05 M , pH 7,4 e aqueles dos ultimos ftens foram dissolvi-
dos nesse mesmo tampio, contendo 0,1 ¥ de AB e 0,02 X de azida
sodica.

Essas solug¢des foram adicionadas sob agitacao modera-
de e continua com o auxilio de um microima e sobre agitador
magnético. O tempo transcorrido entre a.adicio do agente oxi-
dante (Cloramina T) e o agente redutor (metabissulfito de sdﬂio)
foi de 30 segundos.

Finda a reagdo, foram retiradas trés aliquotas de 10
ul cada, a fim de se estimar a atividade total ds marcagio,
procedendo-se a seguir a purificacido do restante da mistura de
reacao.

Essas aliquotas foram diluidas 100 vezes no tampao de
eluigao da purificacéo. De cada uma delas foram retiradas em
duplicata outras alfquotas de 10 ul que tiveram suas atividades
determinadas, juntamente com as respectivas ponteiras.

O tubo da marcagao e as ponteiras, usadas para retira-
da das aliquotas e para aplicacao da amostra a coluna de purifi-
cacao, também tiveram suas atividades determinadas a fim de se

estimar a recuperagao da purificagao.



Ve

3.2.12.989. C‘LCULO DA ATIVIDADE TOTAL DA MARCACKO

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

foi calculada pela seguinte formula:

>
"

C x 100 x.Vp/Vg + P x 100

onde:

(@]
n

Contagem média das trés aliquotas de 10 ul (dilui-
das 100 vezes), estimadas em duplicata.
Vr= Volume total da mistura de reacéo
VR= Volume das aliquotas retiradas da mistura de
reacigo (10 ul).
P = Somatéria das contagens das ponteiras, utilizadas
para retirada das aliquotas diluidas, que apresen-

taram um valor meior do que 10 % do valor de C.

3.1.1 . 4. PURIFICACXO DO hTSH RADIOIODADO

(125

I-hTSH)

A purificacao do 1251-hTSH foi realizada por cromato-
grafia de exclusao molecular em gel de Sephadex G-100 (86).

O gel previamente intumescido com agua durante aproxi-
madamente 6 horas a 980° C, foi lavado varias vezes com tampao
fosfato de sodio 0,05 M , pH 7,4 e em seguida empacotado em
coluna de vidro de dimensoes de 45 cm de altura e 2 cm de diame-
tro, mantida sob refrigeracao a 4°C.

A coluna foi lavada com o mesmo tampao fosfato de sodio
contendo 0,1 % de AB e 0,02 X de azida sodica (tampao de
eluigao), em quantidade correspondente a cerca de duas vezes o

seu vclume.
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A mistura da reagéo foi aplicada a coluna, lavando-se
duas vezes 0 tubo de marcagido com o tampao de eluicao (0,4 ml
por vez).

Coletaram-se 120 fracdes de 2 ml cada, sob fluxo de 12
ml/h em sistema refrigerado a 4°C, a fim de s8e prevenir a desnaty

ragao da molécula protéica pela temperatura.

Retirou-se de cada fragao uma aliquota de 10 ul. Essas
selfquotas, colocadas individualmente em cones de papel aluminio,
tiveram sua radioatividade determinada em contador gama (Nuclear
Chicego), com eficiéncia determinada pela técnica descrita por
Horrocks (44) de aproximadamente de 80%.

A partir das contagens obtidas tracou-se o cromatogra-
ma da purificacdo em escala linear, relacionando-se a radioa-
tividade, expressa em cpm, com o n® da fragao.

Procedeu-se, & seguir, a identificagio dos picos reve-

lados no crometograma, excetuando-se aquele do 1251

livre, que
por ter a menor massa € a ultima substancia a ser eluida de
coluna de purificagao.

Esses picos tiveram os valores de seus coeficientes de

distribuicao (Kd) determinados atraves da formula seguinte (86):

onde:
Vr = Volume de retengao, correspondente ac volume de
eluente que carrega as moléculas da substancia
examinada através da coluna,

Vo

Volume intersticial, medido pelo volume de eluigao

do azul dextran,
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Vt = Volume total da fase mdvel, medido pelo volume de

eluicdo do 12%5;.

As fracdoes correspondentes ao pico do 1251 _hrsh foram
confirmadas pelo resultado de sua incubagao com excesso de
antissoro (na diluigcao de 1:60.000), realizada na mesma solugao
fosfo-salina do RIE (descrita no item 2.4.4.), fornecendo o valor
referente a ligacao total.

Para tal finalidade foram incubados 0,1 ml de cada
fracao referente aos picos radioativos, contendo aproximadamente
80.000 cpm, com 0,8 ml do antissoro e 0,1 ml de fosfo-salina.
Determinou-se também o valor da ligagao inespecifica de cada
fragao, substituindo-se na incubagido o volume do antissoro (0,8
ml) pelo mesmo volume de fosfo-saline. Este valor foi subtraido
da ligacko total correspondente, fornecendo aquele referente a
ligacao especifica.

Apos incubagao de 24 horas a 4°C, o hTSH ligado ao
anticorpo foi separado daquele livre por sua precipitagao pelo
PEG 8 25%, conforme descrito adiante no item 3.1.2.3..

As fragoes que apresentaram os valores de ligagao
mais elevadas foram reunidas, separadas em aliquotadas de 0,5 e
de 1,0 ml e estocadas a =-20° C para serem empregadas como
tragcador no RIE.

Todos os tragadores foram diluidos 18 vezes em fosfo-

salina imediatamente antes de seu emprego nos ensaios.
S.1.1.6. RENDIMENTO DA MARCAGCAO

A partir da locelizacao do pico correspondente ao

125l-hTSH no perfil cromatogréfico, calculou-se a porcentagen do



rendimento da marcacao (R) pela formula seguinte:

H*
X R =—--m——- X 100
T
onde: ,
H® = Somatdria das contagens das fragdes correspon-
dentes ao pico do 1251—h'l‘SH.
T = Somatoria das contagens de todas as fragdes cole-

tadas.

3.1.1.8. RECUPERACAO DA PURIFICACAO

A porcentegem dessa recuperacao (RP) foi obtida pela

formule seguinte:

onde:

T' = Somatd: is das contagens de todas as fracdes cole-
tadas multiplicadas pelos respectivos fatores de
diluicao, obtidos pela relacao entre o volume
total de cada frag¢ao (em torno de 2 ml) e o
volume da aliquota estimada (0,01 ml).

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

calculada pela seguinte formula:

A" = AxVg/V - D

€ém cue:
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>
f"

Atividade total da marcagdo, conforme descrita
anteriormente (item 3.1.1.3.).

VA = Volume de mistura de reacao aplicado a coluna.

Volume total da mistura de marcagao.
D = Somatdria das contagens do tubo da marcagdo e das
ponteiras, utilizadas para retirada das tres

aliquotas e para aplicagao da amostra a coluna.

4.1.1.7. ATIVIDADE ESPECIFICA DO TRACADOR

A atividade especifica (AE) do 12°I-hTSH, expressa em
uCi/ug, foi estimada a partir do rendimento da marcagao (33),

empregando a seguinte formula:

AE s---cmoome

onde:
= Rendimento percentual da marcagao.
M = Massa do hormonio radioiodado (5 ug).
A" = Atividade do 1251 efetivemente utilizada, calculada
a partir da atividade total de marcacao (conforme
descrita anteriormente no item 3.1.1.3.), expressa
em cpm ¢ transformada em uCi, considerando:
- A eficiéncie do contador gama, dada pela relagao
cpm/dpm (desintegragao por minuto).

- A equivaléncia entre 1 uCi (37 KBq) e 2.220.000 dpn.



3.1.1.8. ANALISE ELETROFORETICA DO TRAGADOR

Aliquotas do hTSH obtido imediatamente apos ter sido
marcado e das fracoes correspondentes aos picos provenientes da
purificagao foram analisados pela EGPA. O procedimento empregado
na eletroforese foi o' mesmo que o utilizado para o hTSH nao
marcado, conformpe descrito no item 3.1.1.1..

Finda a corrida eletroforetica e apés a remocao dos
geis, eles foram cortados em segmentos de 3 mm com a ajuda do
segmentador. Cada secg¢ao foi envolta em papel aluminio e coloca-
da em tubo de contador para a determinagdo de sua radioativi-
dade. Os perfis eletroforéticos foram tracados em escala linear,
relacionando a radioatividade, expressa em cpm, com O nimero de
cada segmento.

Estimaram-se as percentagens de rendimento e de pureza
do tracador pela relagcao entre as contagens da area em que se

125l-hTSH integro e as contagens totais dos

localizou o pico do
geis, referentes respectivamente ao hormdonio marcado e purificado
e aquele purificado.

Calculou-se ¢ valor de Rm (migragdo eletroforética

relativa) dos componentes de cada gel pela relagiao abaixo:

onde:
Nso = n® do segmento referente av pico da amostra.

Ncyp= n' do segmento correspondente ao CT.

Os ccmponentes do tragador foram identificados por sus
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incubacao com excesso de antissoro (na diluicao de 1:60.000)
conforme descrito anteriormente, empregando-se, pOreém, & mesma

EGPA no lJugar do PEG para a separacao da fracdo ligada.

3.1.1.9. ESTABILIDADE DO TRACADOR

.

1251 _nTSH obtido em diferentes radioiodagoes,

Con o
realizaram-se estudos da sua estabilidade em funcido do tempo de
estocagem a -20°C.

Avalijiou-se sua pureza pela EGPA aproximadamente apos 1
mes de estocagem e sua adequacio para ser empregado nos RIlEs,
tendo decorrido ate aproximadamente dois meses apos sua radioio-
dac&o. Anelisarem-se para tanto parametros relativos ao enseio,
entre os gquais cabe destacar as porcentagens de ligagcao (inespe-

cifica e especifica) e a sua sensibilidade, avaliada conforme

especificado adiante no item 3.1.4.2.4..

- - L4
3.1.2. DETIRMINACAO DAS CONDICOES OTIMAS PARA

O RADIOIMUNOENSAIO

3.1.2.1. PREPARO DA CURVA DOSE-RESPOSTA

A curva dose-resposta foi construida empregando-se o
padrao Standard A. Este padrao foi estabelecido em 1966 no Medi-
cal Research Council e calibrado contra o TSH bovino por enseaio
biologico, apresentando os seguintes contaminantes (4):

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

LH = 113,3 Ul/ampola = 3433,3 Ul/mg.

ACTH < 100 uU/ampola (n&o e-usado).

A uma ampola do padrao que continha 50 mUl de hTSH,



adicionou-se 1 ml de agua destilads, obtendo-se assim uma concen-

tracao final de 50 wU/ml (solucao mie). Esta solucao foi sepa-

rada em aliquotas de 100 ul, mantidas a -20°C, a partir das quais

foram preparadas as diferentes concentracdes da curva dose-res-

posta do RIE, segundo o esquema de diluig@o & seguir:

4000,0 uU/ml (soluc@o A)
400,0 uU/ml (solugao B)
200,0 uli/ml (solugao C)
100,0 uU/m]l (solugao D)

50,0 ul/ml (solugao E)
25,0 uU/m] (solugéo F)
12,5 uU/ml (solucao G)
5,0 ul'/ml (solugio H)

zero ul/m] (solugdo 1)

"80 ul da solucao mae + 920 ul de fosfo-salina

100 ul da solugiao A + 800 ul de fosfo-salina
500 ul da solugao B + 500 ul de fosfo-salina
500 ul da solugao C + 500 ul de fosfo-salina
500 ul da solugdo D + 500 ul de fosfo-salina
500 ul da solucao E + 500 ul de fosfo-salina
500 ul da solugao F + 500 ul de fosfo-salina
400 ul da solugdo G + 600 ul de fosfo-salina

1000 ul de fosfo-salins

3.1.2.2. TITULO IDEAL DO ANT1SSORO

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

tava as percentagens de reaglo cruzada especificadas abaixo, con

os seguintes hormdnios hipofisdrios (45):

hTSH . .......0viivnnns e v 100,0000
h beta LPH............... veeoveee...1,0835
hFSH...... bt ee e 1,0271
hPRL . e e 0,6337
1100 ...0,5918
hGH. . ......... W, e .0,0332
Vasopressing.............cocvvvuennn 0,0039
hACTH. . ........... e e e 0,0021

Cada frasco recebido, contendo 1 ml de antissoro com

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

rediluido 10 vezes na mesme fosfo-salina (substituindo a AB pelo
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SNC), separado em alfquotas de 500 ul que foram mantidas a -20°C.

O titulo ideal de antissoro empregado nos RIEs foi
aguele que permitiu uma ligacdo especifica de 50 X do tracador
na ausénciu de hTSH "frio” (8).

Este tftulo foi determinado para cada tracador incu-
bando-se durante 24 horas a 4°C, 0,1 m] de fosfo-salina, com 0,1
ml do 12%1-hTsH e 0,8 ml do antissoro nas dilui¢bes 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
ligagao inespecifica, 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 tragadores livres foram separados daqueles ligados eo
anticorpo seguindo-se o procedimento padronizado, descrito a
frente no item 3.1.2.4., calculando-se a percentagem de ligagao
das amostrcs conforme especificado adiante no item 3.1.3..

A partir dos resultados obtidos, tragou-se a curva de
titulo do entissoro em papel semi-log, relacionando-se os valores
da percentagem de ligagao com aqueles da diluigcao do antissoro.
Determinou-se, atraves da leitura direta na curva & diluigao do
antissoro que forneceu 50 % de ligagcao com o tragador.

LN

3.1.2.3. SISTEMA DE ENSAIO

A fim de se estabelecer as condigoes otimas do RIE de
hTSH, realizou-se uma analise comparativa entre dois sistemas de
ensaio: em equilibrio e em nao-equilibrio.

No ristema de ensaio em enquilibrizc, incubcu-se durante
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24 horas uma mistura de reac8o contendo 0,1 ml do tracador, 0,8
ml! de antissoro na dilui¢cdo estabelelcida ¢ 0,1 wl de hTSH
padrao nas concentragoes de zero a 400 ul/ml, preparado conforme
descrito anteriormente (item 3.1.2.1).

Naquele sistema em nao-equilibrio, realizou-se uma
pré-incubagao do hTSH padrido com o antissoro durante 24 horas,
seguida da adig¢d3o do tracador e de incubagado por mais 24
horas.

Como sempre, foram incubadas amostras referentes a
ligacdo inespecifica, nos quais os 0,8 ml de antissoro e os 0,1
ml de hTSH padréo foram substituidos por 0,9 ml de fosfo-salina.
Em ambos os sistemas, o0s ensaios foram realizados a 4° C, em
duplicata em tubos de vidro e separados em quadruplicatas de 0,2
m}l, em tubos de polipropileno.

Apds a determinagao da atividade presente nos tubos de
separacdo em contador gama, adicionaram-se 30 ul de SHN e 0,5 ml
de solug@o de PEG a 25 % preparada em tampao veronal. As amos-—
tras foram entao homogeneizadas por meio de agitacdo em vortex e
centrifugadas a 4°C durante 30 minutos a 1.200 FCR (forca cen-
trifuga relativa). Os sobrenadantes foram aspirados, sendo deter-
minada a atividade dos precipitados.

Os calculos foram efetuados conforme descrito adiante
no item 3.1.3.. A partir dos resultados obtidos, foram tracadas
as curvas dose-resposta respectivas e comparados os parametros

relativos a sensibilidade desses ensaios.

-t
3.1.2.4. TECNICA DE BEPARACAO

Com o intuito de se padronizar as condicdoes Otimas de

separacao pelo PEG, foram realizadas investigacSes sobre
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8 concentracao de PEG ideal e o efeito da lavagem do precipitado.-

Nessas investigacdes, as misturas de reagcao foranm
sempre incubadas em tubos de vidro, durante 24 horas a 4°C e
separadas em replicatas de 0,2 wml em tubos de polipropileno.
Essas amostras tiveram sempre sus atividade determinada em conta-
dor gama antes de serem precipitadas pelo PEG.

Em todos os estudos, a solucdao de PEG foi adicionada
juntamente com 30 ul de SHN e homogeneizada por meio de agitagio
em vortex. As centrifugacdes foram sempre realizadas a 4°C,
aspirando-se 05 sobrenadantes com o auxilio de bomba de vecuo e

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

4.1 . DETERMINACAO DA CONCENTRACACO IDEAL

4]
-
N

DE FPEG.

A fim de se estabelecer qual a concentragao de PEG que
ceuvsava a melhor separsgcao entre o hTSH ligado ao anticorpo e
aqLele livre, analisou-se o emprego do PEG dissolvido em tampéo
veronal, em concentracdes variando de 5 a 50 % com intervelos de
5 %.
Nesse exame, forom estimadas as ligagbOes especificas
do tragador com o antissoro na dilui¢éo estabelecida para o
ensaio, cem 0 antissoro em excesso e tambem a ligacao inespecf{i
ca (NSB). As ligag¢ies forem verificadas incubando-se 1 ml do
tracador coﬁ 1 m) de fosfo-salina e 8 ml do antissoro nas di-
luicéio de 1:800.000 (ensaio), de 1:60.000 (excesso) e com 8 wml
de fosfo-salina (NSB). Apos a incubagBo, todas as amostiras foram

separadas e¢m replicatas e tiveram sua radiocatividade medida.
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Cada grupo de amostra, referentes a essas ligacles foi
dividido em triplicatas, que foram separadas com 0,5 m]l da solu-
¢80 de PEG nas diferentes concentragdes e centrifugadas durante
20 minutos a 1.600 FCR.

Os calculos foram realizados conforme descrito no item
3.1.3., obtendo-se o v;lor da percentages de ligacao em relagao
a contagem total (B/T). A partir dos dados obtidos, foram traca-
das as rcspectivas curvas, relacionando as percentagens de cada

ligacao com as respectivas concentragoes de PEG.

3.1.2.4.2. EFEITO DA LAVAGEM DA FRACKO

PRECIPITADA PELO PFPEG

Objetivando minimizar o valor da ligacao inespecifica
do ensaio, aveliou-se o efeito da lavagem de fracao precipitada
pelo PEG com 0,3 ml da soluciko de NaCl 0,4 M, seguida de igual
reprecipitacao.

Nesse estudo realizou-se um ensaio incubando-se em
quadruplicatas as amostras referentes a ligagao inespecifica, a
curva dose-resposta e aquelas controle. Os resultados foram
calculados antes e apds o ensaio ter sido submetido ao processo
de lavagem e reprecipitagio, conforme especificado no item
4.1.5., sendo tambeém comparados os parametros relativos a sua

sensibilida&e.

8.1.3. CALCULO DOS RESULTADOS

Os resultados do RIE foram estimados a partir dos dados
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obtidos na determinacdo da atividade das amostras presentes nos
tubos de polipropileno, antes (contagens totais) e apbs a precipi-
tacao das fracoes ligadas ao anticorpo.
Determinou-se, portanto, a percentagem de ligacio do
tracador ao seu anticorpo especifico para cada replicata das
diferentes amostras, cbm referéncia a sua contagem total (B/T),

segundo a relacio abaixo:

cpm apos a precipitacgao
% de 1igagBo = —==————mmm—— e X 100

cpm antes da precipitacgéo

Foram celculados a média ¢ o desvio padrao (DP) dos
valores das ligagoes de cada amostra, aceitando-se valores de
replicatas compreendidos entre dois DP. Esses valores foram
corrigidos pela subtracao daqueles referentes a ligagao inespe-
cifica.

A curva dose-resposta foi tragada em papel semi-log,
relacionando os valores das ligagdes das diversas concentracgoes
do hTSH padrao com aquela da dose zero (% B/Bo). A concentragao
de hTSH presente nas amostras controle e desconhecidas foi deter-
minada pela leitura direta nesta curva, por interpolagio de seus
valores percentuais de B/Bo.

BN

3.1.49. CONTROLE DA QUALIDADE DO RIE

3.1.4.1. PREPARO DAS AMOSTRAS CONTROLE

Foran preparadas amostras de controle de qualidade do

RIE de hTSH, cujos teores hcrmonais eram habilualmente estimados



guando da realizagao dos diferentes ensaios.

Essas amostras foram obtidas a partir do padrao RP-1
fornecido pelo NIDDKD, que epresentava a poténcia radioimunoldgi—
ca de 1,5 Ul/mg, com relagao ao padrio internacional estabeleci-
do pela Organizac2o Mundial de Saude (WHO hTSH INT.STD.68/38)
(45), que por sua ve; deveris apresentar uma equivaléncia de
unidades com o Standard A (15).

A um frasco do padrao que continha 200 ug de hTSH
liofilizado, adicionaram-se 0,2 ml de agua destilada, obtendo-se
assim uma solugao estoque de concentragao de 1000 ug/ml, cor-
respondentes a 1,5 U/ml.

As amostras controle foram preparadas diluindo-se
fracoes dessa solucdo em fosfo-salina com 0,1 % de AB, ate
obter concentracoes de hTSH que apresentavam nos ensaios, aproxj
madamente 80, 60 e 20% da ligagao méxima do tracador ao antis-
soro, Jja descontad: a ligagao inespecifica. Essas amostras,
contendo respectivamente teores de hTSH baixo, médio e elevado,
foram divididas em alfquotas de 0,3 ml, liofilizadas e armazena-

das a -.0°C.

8.1 .4.2. AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS

OPERACIONAIS
As carecteristicas operacionais do RIE de hTSH foram
avaliadas através da analise dos seguintes parametros: especifi-
cidade, exatidao, precis@o e sensibilidade.

3.1 .4.2.1. ESPECIFICIDADE

Para verificar a identidade entre o hormonio presente



nos extratos hipofisarios e o hormbnio padrao, empregou-se uma
amostra com teor de hTSH elevado, provenientes de uma das etapas
iniciais de purificac@o do extrato hipofisdrio no IPEN (segunda
cromatografia em gel de Sephadex G-100, citada adiante no item
3.2.4.). Esta amostra, diluida inicialmente 5.000 vezes no tampio
empregado na purificacio do extrato, foi submetida ao RIE nas
dilui¢Oes realizadas de acordo com o descrito adiante na Tabela

1.

Tabele 1 . Preparo dac diluigoes referentes a avaliacao

da especificidade da técnica.

VOLUME DA  VOLUME DO DILUIGAO
AMOSTRA TAMPAO
(ul') (ul)
900 100 - 1:5555
800 200 1:6250
700 300 1:7140
600 400 1:8333
500 500 1:10000
300 700 1:16666
200 800 1:25000

Eséas diluicOes foram efetuadas com o mesmo tamp&o da
purificag8o do extrato, sendo enssiadas para cada diluicao dez
replicatas.

Foram calculadas a média e o desvio padrac dos 10
resultados obtidos paera cada diluigdéo, bem como as
concentracoes obtidas & partir do produto de cada média pelo

fator de diluigéo correspondente.



Calculou-se tambem a correlacao linear entre os volu-
mes dea amostra e as concentragoes médias obtidas e examinou-se
a significancia do coeficiente de correlacao determinado.

-
83 .1.4.2.2. EXATIDAO

A exatidao do RIE foi avaliada pela recuperagao do
hTSH padrao Standard A adicionado em quantidades crescentes de
5,0 a 200,0 uwU/ml (item 3.1.2.1.), a uma amostra de hTSH purifi-
cado no IPEN com concentracao previamente determinada (17,33
uU/ml). A estimativa da concentracao de hTSH nessas amostras foi
realizada em decuplicata.

A recuperach das diferentes amostras foi estimada
pela diferenga entre o valor medio determinado a partir da curva
dose-resposta e o valor teorico (obtido pela soma da
concentracao do hTSH presente no extrato e do hTSH padrao adici-
onado). Calcularam-se tambem a recuperagao percentual média e o
desvio padrao para cada amostra. Determinou-se o coeficiente de
correlagao entre os valores teoricos e os obtidos e examinou-se

sua significancia.

3.1.4.2.3. PRECISAO

Este parametro foi estimado pela reprodutibilidade
intra e inter-ensaio do método, empregando-se as amostras con-
trole.

A reprodutibilidade intra-ensaio foi avaliada pela
estimativa num mesmo ensaio de um numero elevado de replicatas
(n=25) das trés amostras controle, com teores de hTSH baizxo,
medio e elevado. Calcularam-se a concentrag§o média e o desvio

padrédo para cada amostra, bem comoc seus respectivos coeficientes
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de variacao.

A reprodutibilidade inter-ensaio foi avaliada pe'n
estimetiva das amostras controle semelhantes aquelas empregadas
no estudo da reprodutibilidade intra-ensaio. Essas amostras foram
dosadas em duplicata em 12 ensaios diferentes, realizados com
quatro tracadores distintés. O valor medio para cada amostra foi
calculado, bem como seu desvio padrao, permitindo a determinacao

dos coeficientes de variacgzo.

3.1 . 4.2 4. SENSIBILIDADE

A sensibilidade dos ensaios foi avaliada pela estimati-
va da dose efetive para 50 % da ligacdo maxima (EDgg), que
refletiu a inclina¢ao da curva padriéo e da dose minima detecta -

vel (DMD), gue correspondeu a uma queda de .10 % da ligagao mexima

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



S . 2. OBTENCXO DO hTS8H

Ld - >~
8.2.1. METODOS DE QUANTIFICACAO PROTEICA.

3.2.1.1. METODO ESPECTROFOTOMETRICO

Este método indireto de dosagem protéica foi empregado
para monitorar as fragdoes eluidas das colunas cromatograficas
durante as diferentes etapas de purificagao do extrato hipofi-
sario.

O teor proteico de cada fracao coletada foi determina-
do por leitura espectrofotométrica no feixe de luz de 280 nm,
empregando~se as cubetas de 1 cm de caminho Jdptico. Assumiu-se o
valor de¢ absorvancia iguel e 1.0, correspondente a uma solugdo

com'concentracho protéica de 1 mg/ml (84).
3.2.1.2. METODO DE LOWRY

Uma medida mais precisa do teor proteico das fracoes
reunidas nas diversas etapas de purificagao foi realizada pelo
metodo de Lowry e cols. (61), empregando-se como referéncia uma
curva padrao de AB Ria Grade. Foram preparados o0s seguintes
pontos da curva padrdo, dilufdos em 300 ul de dgua destilade
cada: 5,10ﬁ20.30.40 e 50 ug. Tanto os padroes quanto as amostras
foram processadas em triplicata no ensaio.

Calculou-se a regressao linear pelo metodo dos minimos
quadrados, considerando como variavel independente (x) as concen-
traqées do padrao e como variavel dependente (y) as respectivas
leituras ;spectrofotométricas.

A diluicio das amostras desconhecidas foi indicada
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pela experiéncia adquirida apdk alguns ensajos e com base no
conhecimento da gquantidade de proteina aplicada a coluna de
purificagdo. Toda solugdo cuja concentragi@o protéica nao se
enquadrasse na zona de linearidade da reta padrao, era refeita,
utilizando~se uma diluigdo mais conveniente.

Os valores obtidos nas leituras espectrofotométricas
des amostras desconhecidas foram aplicadas a equacio da reta
padrdo para a obtencao do resultado em ug de protefna / 0,3 ml.
Com o valor médio das triplicatas e através da seguinte formula

obteve-se o0 valor exato da massa proteica presente na amostra:

M=A/0,3xFxV
em que:
A = concentragoes das amostras em ug / 0,3 m]
F = fator de diluicao da amostra empregada no ensaio
V = volume total da amostra

/ -~
3.2.2. METODO DE QUANTIFICACAO DO hTSH

O hTSH presente nas amostras dos extratos hipofisérios
decorrentes do processo de purificacao foi estimado pela técnica
de RI1E padronizada, seguindo-se a sequéncia operacional indicada
adiante no item 4.1.5..

Como & quantidade de hTSH nesses extratos € muito
elevada en qomparacio com aquela do hormdnio ecirculante, as
amostras foram diluidas em fosfo-salina (contendo AB 0,1 %), de
forma a serem lidas na regiao de confianga da curva dose-respos-

ta do RIE.
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3.2.3. PURIFIOACXO A PARTIR DE EXTRATO CRU

Devido a dificil obtencao de hipofises humanas, ini-
ciou-se o estudo de purificagc@o do hTSH a partir de um extrato
cru, obtido durante o preparo do GH nos laboratorios do IPEN-
cNen/sp (somaTorMoN®)

Como se sabia que os hormonio glicoprotéicos eram
eluidos no segundo pico obtido na cromatografia de excluséio
molecular do extrato hipofisario (Figura 2), seis preparacées
desses extratos crus haviam sido armazenadas a -20°C durante o
periodo compreendido entre 198i-2, na forma liofilizada, para
estudos futuros de purificacao.

Amostras de 200 mg de cada preparacﬁn foram dissolvi-
das .em dois mililitros de agua destilada e dialisadas contra
tampao fosfato de potassio 0,1 M pH 7,0, contendo NaCl 0,3 M.
Depois de devidamente diluidas nesse mesmo tampao, foram determi-
nadas suas concentracoes protéica (pelo método espectrofotomé -

trico) e tireotréfica, estimando-se a atividade especffica de

hTSH.
L
8.2.8.1. PURIFICAGCAO PRELIMINAR

Empregou-se a técnica de purificacao descrita por Roos
e cols. (845, a qual também parte de produtos colaterais obtidos
durante a extragao do hGH. Entretanto, a resina Bio-gel P-150
utilizada por esses autores na primeira etapa de purificagao do
extrato foi substituida pelo Sephadex G-100, pois além de possui-
rem intervalos de fracionamento correspondentes, era o material
disponfvel nos nossos laboratdrios.

A parti; de uma das preparagoes de extrato cru com
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Representacao grafica da absorvancia a 280 nm das fragoes
eluidas pela cromatografia em gel de Sephadex G-100 duran
te a purifica¢do do hGH (reproduzido com permissao de Ma-
chione (63). A area hachurada refere-se as fragcdées que

foram reunidas, liofilizadas e estocadas a -20°C.
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atividade de hTSH similar & descrita por Roos e cols. (84),
realizou-se uma purificag@ao preliminar a fim de se avaliar a
viabilidade do ewmprego desses extratos antigos na obtencao do
hTSH altamente purificado.

Todos os procedimentos foram realizados a 4°C e a
atividade especffica foi expressa em unidades de hTSH por mili-
grama de proteina.

Uma pequena amostra de 1,5 g da preparacdo C (Tabela
17) foi dissolvida em 6 ml de &agua e dialisada contra tampdo
fosfato de potdssio 0,1 M , pH 7,0 , contendo NaCl 0,3 M. Apds a

didlise, a amostra foi submetida &as seguintes cromatografias:

-4
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSAO MOLECULAR EM GEL

SEPHADEX G-100:

O gel] previamente intumescido com égua durante aproxi-
madamente 6 horas & 90°C, foi lavado véarias vezes com tampao
fosfato de pot&bsio 0,1 M, PH 7,0, contendo NaCl] 0,3 M ¢ em
seguida empacotado em ceoluna de vidro de dimensoes de 45 cm de
altura e 2,5 cm de didmetro, mantido sob refrigeragao a 4°C.

A coluna foi lavada com o mesmo tampEo fosfato de
potdassio em quantidede correspondente a cerca de duas vezes O seu
volume. Apds a aplicagcao da amostra, a coluna foi eluida com o
tampac mencionado acima, sob fluxo de 12 ml/h e coletaram-se
fracdoes de 2 ml cada.

A purificacdo foi acompanhada quantificando
a concentragdo protéica pela leitura espectrofotométrica mno
feixe de luz de 280 nm, sendo o final da elui¢do determinado
pela diminuig¢do da absorvdncisate aproximadamente o mesmo valor

30 branco (tampac de eiuicauv).



Finda a purifice¢do. reallzou-se a determinagao do teor
de hTSH por RJE @ cada cinco fra¢bées. Obtidos os seus valores de
atividade especifica (UTSH/mg proteina), aquelas que apresentaram
resul tados mais elevados foram reunidas, concentradas por meio de
membrana Diaflo PM 10 em sistema de ultrafiltracao Amicon,
dialisadas contrs tampao fosfato de potdassio 0,03 M , pH 7,0 e

submetidas a purificacao subsequente.
CROMATOGRAFIA DE ADSORCAC EM HIDROXILAPATITA:

A hidroxilapatita (fosfato de calcio) foi preparada em
nossos laboratorios 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/cmz/h.

A resina previamente preparada foi suspensa em tampao
fosfato de potéésio 0,03 M, pH 7,0, em seguida deixou-se decan-
tar por aproximadamente 10 minutos e as particulas mais finas
foram entdo aspiradas. Esse procedimento foi repetido 5 vezes
antecedendo o preenchimento de uma coluna de 3,7 cm de altura e
2,5 cm de diametro.

Depois de equilibrar a coluna pela eluigcao de cerca de
3 vezes o seu volume com o mesmo tampao fosfato de potdssio,
aplicou-se a amostra proveniente da purificagido em cromatografia
de exclusdo molecular em Sephadex G-100 e prosseguiu-se a purifi-
cacao sob fluxo constante de 8,8 ml/h, coletando-se fragdes de
2 ml cada.

Essa purificagdo foi elufda em gradiente nao—linear
com o tampao fosfato de potassio em concentragbes crescentes
(0,03 .0,05,0,2 e 0,5M) e a pi 7,0 constante. A troca de tampao

f.. efetuada quando & ebcorvinzio e 280 nm das fraglec se aproxi-~
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mou da lejtura do branco.

Realizou-se a determinacao do teor de hTSH por RIE a cada
cinco fragdes coletadas e aquelas que apresentaram o valor de
atividade especffica de hTSH mais elevado foram reunidas, diali-
sades contra o tampao fosfato de potassio 0,005 M , pH 7,0 para

serem submetidas ‘a etapa final de purificacao.

CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA EM

SP-SEPHADEX C-—-850:

O gel previamente intumescido com tamp@o fosfato de
potdassio 0,005 M , pH 7,0 durante aproximadamente uma hors a 90
‘C, foi lavado vdrias vezes com o mesmo tampao € em seguida empa-
cotede em coluna de dimensdes de 20 cm de altura e 1,6 cm de-
diametro.

A amostra proveniente da pu}ificacio anterior foi
aplicada a coluna previamente equilibrada com o lampao menciona -
do, seguida da purificagao em gradiente nao-linear do mesmo
tampao fosfato de potdssio em concentragdes crescentes (0,005,
0,02, 0,06 e 0,5 M) a pH 7,0 constante; com fluxo de 8 ml/h,
coletando-se fragdes de 2 ml cada. A troca de tampdo foi efetua-

da conforme descrito na purificagio em hidroxilapatita.

Apos a purificagdo, determinou-se a atividade especifl]

ca das fra;&es eluidas e aquelas que apresentaram velores meis
elevados foram reunidas.

Determinaram-se também as atividades especifica e
recuperada do hTSH ao longo de todo o procedimento de purifica-
céo.

;diclonou-se ao produto obtido, denominado hTSH- IPEN#L, 1,3 8¢ de

sanitol por py de proteina da solucao. Essa preparacdo foi entao concentrada por
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meio de liofilizagdo, dialisade contra o tlampio empregado na
rediviodagcdo do hormonio (fosfato de sodio 0,05 M , pli 7,4) e
acondicionade nesta svlugcdo a -20°C. ApGs a liofilizagdo, deter-
minou-se © peso da preparacio para calcular o valor da re-
cupcracao deste procedimento.

.

a.2.3.2. PURIFICACRO EM ESCALA MAIOR

Finda a purificu¢do em pequena escuala, realizou-sc a
purificagcao dos 10,75 mg restantes da preparagao C,
emprepando-se as mesmas resinas e seguindo-se o mesmo procedimen-
to da purificagao preliminar, porém em escala proporcional,
conforme indicado na Figura 3.

Determinou-se apenus & concenlragiao proleéica das
fru¢oes obtidas nas duas ultimas cromatogrefias, de adsorcao e
de troce ionica, pois jo se sabia pela-purificacio preliminar emn

qual forga ionica o WTSH seria eluido.

O produto fina) assim obtido, denominado hTSH- IPENF2,

foi separado com t1és aliquotas que foram mantidas em diferentes

meios, a fim de se avaliar 8 melhor forma de estocagem.

Ums sliquota foi dialisada contra tampio glicina 0,5 M-
fosfato de sddio 0,05M, pH 7,2, a outra foi dialisada contra
tampav bicarbonato de sodio 0,005 M pH 7,0, e & Ultime permaneceu
no tampino em que o hormdbnio foi eluido dea coluna, ou seja, fosfa-
to de potassio 0,06 M, pH 7,0.

A eliquota dialissda contra o tempéu bicarbonato de

sidio foi separada em duas outras, edicionando-se a uma delas



Extrato cru liofilizado - 10,75 g

DIALISE - Tampao fosfato de potassio U.1 M ., pH 7,0 + NeCl 0,3 M

CROMATOGRAFIA cs coluna de Sephadex G-100 (248 mg)
Discnsoes da coluna: 100 ca de altura e 5 ca de diésetro
Fluxo: 40 sl/h, coletando-se fragoes de 8,5 ml cada
Eluicao com o sesmo taspao da dlalise

CUNCENTRACAO por ultrafiltragao

DIALISE - Tampao fosfato de potéassio 0,03 M , pH 7.0

CROMATOGRAF1A cs coluna de hidroxilapatita(73.5)
higensoes da coluna: 6 ¢ de altura e 5 ¢m de diasetso
Fiuxo: 8 el/h, coletando-se fragoes de 1.5 =l cada
.lui¢ao com gradiente crescente de tampio fosfato de
potassio: 0,03 M - 0,05 M - 0.2 M - 0,5 N, pit 7,0

D!ALISE - Tamp3o fosfato de potassio 0.005 M , pH 7,0

CROMATUGRAFIA em coluna de SP-Sephadex C-50 (37,7 sg)
Dimensoes da coluna: 20 cs de altura e 1,6 c® de diasetro
Fluxo: 9 sl/h, coletando-se fracoes de 2 ml cada

Eluicdo coms gradiente crescente de taspdo fosfato de
polésslo: 0,005 ¥ - 0,02 M - 0,06 % - 0,5 M4, pli 7,0

Figura 3. Esquema de purificacao do hTSH em escals maior. OUs valores
entre paréntecses referem-se a massa protéica submetida as

respectivas cromatografias.
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manitol, na mesma proporgao de 1.300:1. O mesmo sucedeu com a
alfquota que permaneceu no tampao fosfato de potassio. As cinco
alfquotas resultantes foram entao liofilizadas.

Essas aliquotas foram estocadas a -20°C juntamente com
outra que permaneceu em solucao no tampao de eluigao da coluna
e tiveram seus pesos determinados para o calculo da recuperagao

do procedimento de liofilizacao.
”
3.2.4. EXTRACAO A PARTIR DE HIPOFISES CONGELADAS

Foram empregadas hipéfises provenjentes do Servi¢o de
Verificagao de Obitos do Hospital Sao Paulo e da Santa Casa de
Misericordia de Sao Paulo, retiradas ate” 24 horas apdés o obito.
Essas glandulas permaneceram estocadas & -20°C durante 4 meses
ate ﬁue se obtivesse um numero minimo de 165 glandulas.

0 metodo de extragao empregado foi o mesmo utilizado
na obten¢ado 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 representedo na Figura 4. As hip6fises foram
descongeladas, lavadas com solugao fisioldogica gelada e pesadas
apds secagem em papel de filtro.

A extragao foi realizada adicionando-se o tampgo de
extragao (item 2.4.7.) na proporgao de 1,5 ml/g de hipofise e
homogeneizando no Virtis por 2 minutos. Em seguide o homogenato
foi centrifugado a 16.000 FCR durante 10 minutos, sendo o sobre-
nadante separado e mantido a 4°C.

Repetiu-se por 4 vezes o processo de extragao acima
descrito, empregando-se sucessivamente as seguintes proporcaes
do tampao: 5 ml/g, 2,5 ml/g, 2,5 ml/g e 1,25 ml/g. Nesta ultima

etapa, porem, a extracao retlizada em agitador magnético durante



GLANDULAS HIPOFISARIAS
Homogeneizadas em tampdoc de extragao

CENTRIEUGAGAO
SObreAgbante A Resiguo A
REEXTRAGRO (3 vezes)
]
¥
SObrenadante{B,C,D,E Precipitado E
. . (descartado)
Combinagao dos sobrenadantes A,B,C,D,E
TITULAGAO a pH 7,0 com NaOH 1 N
PRECIPITACAO PROTEICA
Rdigdo lenta da solugdo (NH,),S0, saturada
CENTRIFUGAGAO
.Y K4
Precipitado . Sobrenadante
DISSOLUCAO em solugao 1V (descartado)
TITULAGAC a pH 7,0 com NaOH 0,1 N
CENTRIFUGALAO
L
A §
Precipitado Sobrenadante
(descartado) EXTRATO HIPOFISARIO

CONCENTRAGHO

Figura 4. Esgquema de obtengio do extrato cru de hTSH a partir de
hipélxses congeladas.,
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105 minutos.

Finda esta etapa, o precipitado foi descartado por
apresentar apenas tecidos residuais e 0s sobrenadantes reunidos
e filtrados atraves de 18 de vidro para remogao de gorduras.

O extrato foi entdo titulado a pH 7,0 com solu¢ido de
NaOH 1 N , e submetfido a precipitagao protéica pela adigao
lenta e sob agitacéo constante da solugcéo saturada de sulfato
de amonio (item 2.4.7.) ate obter-se uma satura¢uo de 50 % do
sal.

O precipitado, separado por centrifugacdo nas mesmas
condi¢oes mencionadas, foi dissolvido no menor volume poss{vel
de solucao IV (item 2.4.7) e titulado a pH 7,0 com solugcdo de
NaOH 0,1 N.

A seguir, a solug¢ao resultante foi agitada ler'amente
por 30 minutos e centrifugada nas mesmas condigoes. O precipita-
do foi descartado e o sobrenadante concentrado através de membra-

na DIAFLO PM 10 em sistema de ultrafiltrag@o Amicon.

3.2.6. PURIFICACAO DO EXTRATO OBTIDO A PARTIR

DE HIP‘SFIBEB CONGELADAS

O extrato, contendo 1,26 g de proteinas quantificadas
pelo método de Lowry, foi inicialmente submetido a cromatografis
de exclusao molecular em gel Sephadex G-100 para a separagao do
GH e dos horménios glicoprotéicos.

Nessa purificagdao empregou-se coluna refrigerada
(PHARMACIA K 50/100) de dimensao de 100 cm de altura e 5 cm de
didmetro.

O gel previamente intumescido com Jgua durante aproxi-

madamente 6 horas a 90°C, foi lavado védrias vezes com tampho
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fosfato de sodio 0,02 M, pH 7,4. Apos o preenchimento da coluna,
s mesma foi eluida 2 a 3 vezes o seu volume com o mesmo tampio,
empregando-se o sistema fechado e o fluxo ascendente mantido por
meio de uma bomba peristdltica, num fluxo de 13 ml/h.

Apos a aplicacdo do extrato, a coluna foi eluide nas
condicOes acima mencionadas e fragles de 2 ml cada foram obti-
das por meio de um coletor automatico.

O perfil da purificac@o foi acompanhado pela medida
protéica em espectrcfotometro com leitura da absorvéncia a 280 nm
das fragoes coletadas, sendo o final da purificacido deter-
minado quando a absorvancia se igualar ao valor obtido da leitura
do branco.

As fracoes correspondentes ao segundo pico obtido no
perfil cromatogréfico (extrato cru de hTSH) foram reunidas e
submetidas as cromatografias subsequentes, conforme indicado na
Figura 5.

Seguiu-se o mesmo procedimento descrito na purificagdo
anterior (item 3.2.3.2.), em escala proporcional e a cromatogra-
fia de adsor¢ao foi realizada empregando-se desta feita & hi-
droxilapatite comercial, com capacidade de adsorver 4,5 mg de AB
o grama seco e fluxo de ate 100 ml/cm?/h (94).

O produto assim obtido, denominado hTSH-1PEN#3, per-
maneceu em solugfo no tampio de elpicio da uUltima cromatogra-
fia, sendo armazenado a -20°C.

Realizaram~se duas radioioda¢5es deste hormdnio, uma
com o hormdnio recém purificado e outra um més apos sua estocagem

a -20°C.
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Extrato cru es solucao - 30 ml

DIALISE - Tampdo fosfato de potassio 0,1 N ., pH 7.0 + NaCl 0.3 M

CROMATUGRAF 1A es coluna de Sephadex G-100 (75,44 mg)
Dimensoes da coluna: 100 cm de altura e 5 ca de diasetro
Fluxo: 14 mi/h, coletando- se fracoes de 2.5 ml cada
Eluicdo com o messo taspao da diflise

CONCENTRACAO por ultrafiltracao
DIALISE - Tampdo fosfato de potassio 0,03 M ., pH 7,0

CROMATOGRAFIA es coluna de hidroxilapatita (46,58 ng)
Dimensoes da coluna: 8 ca de aitura e 2 ce de diametro
Fluxo: 15 ml/h, coletando-se fragdes de 2,5 ml cada
Eluicao com gradiente crescente de tampao fosfato de
potassio: 0,03 M - 0,05 M - 0,2 M - 0,5 M, pH 7,0

|

DIALISE - Tampdo fosfato de potassio 0,005 M , pH 7.0

|

CROMATOGRAFJA em coluna de SP-Sephadex C-50 (10,29 sg)
Dimsensoes da coluna: 20 ca de altuia e 1,6 ce de diametyo
Fluxo: 9 mi/h, coletando-se fracoes de 2 al cada

Eluicdo com gradiente crescente de taspao fosfato de
potassio: 0,005 M - 0,02 M - 0,06 M - 0,5 M , pH 7,0

Viguta %: Lsquema de purificagdao do hTSH. Os valores entre
parénteses referem-ce a masgca protléica submeti -

da as respectivas cromatografias.



83.2.8. AVALIAGAO DO hTBH-IPEN

As condigdes de armazenamento das trés preparagoes do
hTSH purificado em nossos laboratorios estéao indicadas na Tabela
2. Essas preparagoes foram avaliadas em compara¢do com o hTSH-
16 ealtamente purificado, fornecido pelo NIDDKD, no preparo do
tracador do RIE.

A preparagaoc #2 foi também analisada comparativamente
com o padrao Standard A na constru¢ido da curva dose-resposta do

RIE.

2.2.6.1. IODACAO E PURIFICACAO DO hTSH-IPEN

Alfquotas do hTSH-1PEN recém obtido e conservado a - 20
‘C nas diferentes condigdes, foram radioiodadas e purificadas
pelas mesmas teécnicas empregadas para o hTSH NIDDKD, descritas no
item 3.1.1..

Como o hormdnio obtido se encontrava muito diluido,
substituiu-se o tampdo da radiciodacdo (fosfasto de sddio 0,5 M ,
pH 7,4) por igual volume da propria solugio em que ele se encon-
trava armazenado.

As fragdes obtidas nas purificacoes desses
tracadores também foram identificados pelo seu Kd e pela
ligacdo com excesso de antissoro (tftulo de 1:60.000), empregan-
do-se & tecnica de RIE pelo duplo enticorpo descrita no item
seguinte.

Aquelas fragoes que se ligaram especificamente ao
antissoro foram reunidas, se¢paradas em aliquotas e conservades a

-20°C ate serem avaliadas como tragador do RIE.

‘\_
: I m—i



Tabela 2. Formas de armazenamento do hTSH-IPEN a -20°C.

PREPARACAO CONDICAO MEIO

IPEN & 3 Solugao Taspao fosfato de sodio
6;65 lloflllzacég\ 0.05 N,., PH 7,4

e dialise /

IPEN & 2 Solucdo Taspao fosfato de potassio

0.06 N . pH 7,0

IPEN # 2-A  Liofilizado Tampao glicina 0,5 M - fosfato
(apos dialise) de sodio 0,05 M , pit 7,2

IPEN # 2-B  Liofilizado Tampao bicarbonato de sodio
(apis dialise) 0,005 M, pH 7,0

IPEN # 2-C Liofilizado Tasp3do bicarbonato de sodio
(apos dialise) 0,005 M , PH 7,0 + manitol

IPEN # 2-D  Liofilizado Taspao fosfato de potassio

0,06 M, pli 7,0
IPEN # 2-E Liofilizado Tampao fosfato de potassio

0.06 M, pH 7,0 + manitol

IFEN # 3 Solugao Tampdo fosfato de potassio

0,06 ¥, pH 7,0
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126, nTSH-IPEN

3.2.8.2. ANALISE DO

Os tracgadores IPEN foram analisados em comparacdo com
aqueles preparados com o hTSH-NIDDKD atraves da EGPA, na deter-
minacdo do titulo do antissoro especifico, na construcao da
curva dose-resposta e’ na determinacao da concentracao de TSH
das amostras controle.

Nessa avaliacdo empregou-se um protocolo de ensaio
diferente daquele estabelecido para a determinacdo do hTSH nos
extratos hipofisarios, mais compativel com os utilizados para a
determinagao do hormdnio circulante nos laboratdrios de anélises
clinicas.

Para tanto, as incubacgoes foram realizadas em menor
volume diretamente nos tubos de polipropileno, empregando-se uma
atividade fixe do tracador, em torno de 10.000 cpm por tubo e o
mé€todo de separagao pelo duplo anticorpo.

Essa forma de separac8o do ensaio implicou na utili-
zacdo da solugdo fosfo-salina contendo EDTA (item 2.4.4.) e
permitiu a estimativa das contagens totais a partir da inclus@o
de decuplicatas do tracador, cujas atividades eram determinadas
juntamente com as demais amostras apos a precipitacao das
fracSes ligadas.

A curva do titulo do antissoro foi obtida incubando-se
em quadruplicata 0,1 ml do tragador com 0,1 wml de
fosfo-saline-EDTA e 0,1 ml do antissoro nas diluigOes seguintes:
1:20.000, 1:200.000, 1:400.000, 1:800.000, 1:1.600.000,
1:3.200.000, realizadas em fosfo-selina-EDTA. Foram tambem incu-
badas as amostras que estimaram a ligacﬁo inespecifica, substi-
tuindo-se o volume do antissoro pelo mesmo volume de fosfo-sali-

ne-EDTA.
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Calculou-se a percentagem de B/T das amostras conforme
descrito no item 3.1.3., considerando-se a média das decuplicatas
do tracador como a contagem total do ensaio.

A curva dose-resposta foi realizada em sistema de
ensaio em nao-equilibrio, incubando-se previamente 0,1 mi do
padrao com 0,1 ml do antissoro na diluigao estabelecida, durante
4 horas a temperatura ambiente. Emn seguida adicionou-se 0,1 ml do
tracador e a incubacdo prosseguiu por mais 24 horas a 4°C. As
solugcoes padrao foram preparadas conforme descrito no item
3.1.2.1., empregando-se, porem, fosfo-saline-EDTA.

A separacdo foi feita adicionando-se 0,1 ml de segundo
anticorpo, na diluigcao recomendada peloc fabricante de 1:5 e
incubando~se por mais 90 minutos a temperatura ambiente. Apds a
adigﬁo de 2 m]l de é&dgua, as amostres foram homogeneizadaes 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 entdo determinadas.

Os resultados foram obtidos pela aplicacdo do programs

R1AKALK, implantado nos nossos laboratorios (10).
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4. RESULTADOS
4 .1. PADRONIZACRO DO RADIOIMUNOENSAIO

4.1.1. PREFPARO DO TRACADOR

s

r'd
4.1.1.1. ANALISE DO hTSH "FRIO"

A Figura 6 apresenta o0 eletroforetograma proveniente de
um dos embarques do hTSH-16 do NIDDKD, quando submetido a EGPA.
Observa-se a presenca de um unico componente, com valor de Rm de
0,289, mesmo apds o hTSH ter permanecido em solugdo a -20°C,

durante 22 dias.

4.1.1.2. RADIOIODACAO E PURIFICACAO DO hTSH

Os valores da atividade do 125I efetivamente empregada

em dez radioiodagoes, de seus respectivos rendimentos e recupem-
¢O0es, bem como da atividade especifica de cada tracador estao
indicados na Tabela 3. A

A Figura 7 mostra o eletroforetograma de uma das preparagoes do
125I-hTSH antes de sua purificacﬁo em gel de Sephadex G-100.
Nessa figura sao observados trés picos radioativos correspon-
dentes ao 1zlsl-hTSH, a um componente que migra junto com O co-
rante tragador, azul de bromofenol, e ao 125, livre.

A Figura 8 exibe um perfil cromatografico tipico da
purificagao de 125I-hTSH em gel de Sephadex G-100, no qual s&o
indicadas as ligagcOes das fracgdes dos trés primeiros picos com
o antissoro em excesso. Esse resultado confirmou ser o terceiro

pico formado pelo 125I-hTSH integro e imunorreativo.



A Tabela 4 apresenta os valores de Kd referentes ao
segundo € ao terceiro pico revelados no cromatograma da purifi-
cagao. Os valores de Kd do pico 11 variaram de 0,094 a 0,211
(media + DP = 0,148 + 0,038), enquanto que aqueles do pico 111
(251-hTSH) variaram de 0,244 a 0,371 (media % DP = 0,285 3
0,046).

A Figura 8 abresenta os eletroforetogramas das fracgoes
correspondentes aos picos obtidos na purificagd@o do hormbnio
radioiodado, excetuando-se aquele do 1251 livre. O primeiro pico
(Figura 9 A) inclui varios componentes com valor de Rm diferente
do que ¢ do 125l—hTSH, enguanto que o0 segundo pico (Figura 9 B)
apresenta um componente principal migrando juntamente com o CT. A
Figura 9 C exibe um eletroforetograma tipico do terceiro pico
(125]-hTSH), apresentando um componente principal com valor de RC
(0,461) proximo eo do }2°]-hTSH ndo purificado (0,475, Figura 7)
e dois componentes secundarios que migram junto e a frente do CT,
respectivamente.

Os valores de Rm do componente princi al revelado na
EGPA do picn 111 dos tragadores esté@ao indicados na Tabela 5.
Nesta tabelas estdo também relacionados os valores percentuais
deste componente, estimados com relagdo a radioatividade total
no gel, correspondendo & um valor medic de pureza do tracador de
65,65 %.

A separagdo pela EGPA do tragcador incubado com o
antissoro eh excesso exibida na Figura 10, além de comprovar a
imunorreatividade de seu componente principal, indica a néo
imunorreatividade do componente que migra com o CT. Esse compo-
nente, que praticamente constitui o pico 11 (Figura 6 B), corres-

ponde & uma provevel forma degradada do 125I-hTSH.

0 estudo da estabilidade do tragador pela EGPA apds 40

A\

-~
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dias de armazenamento a -20°C, mostra que, enquanto sua purezo
dimunuiu, a percentagem de l251 livre aumentou e o componente que
migra junto com o CT manteve-se praticamente inalterado (Figura
11).

O emprego de um dos tracadores nc decorrer de dois meses
de armazenamento a -20°C ¢é evidenciado na Figura 12, que apresen - ,;
ta curvas padrao comparativas obtidas com esse tracador. Na
Tabela 6 sao apresentados os valores das ligacoes inespecitica e
especifica, de 5050 e DMD correspondentes a essas curvas compala -

tivas.

4.1 . 3. DETERMINACAO DA OTIMA DILUICAO

DO ANTISSORO

Na figura 13 pode~-se observar a determinac@o da Gtima
diluicao do antissoro & ser utilizeda nos ensaios realizados com
determinado tragador. Nessas condi¢oes a diluigdo que forneceu
ligagao especffica de 50 % com o 125l-hTSH foi a de 1:875.000.
Os titulos obtidos com os diferentes tracadores preparados neste

trabalho estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 3. Resultsdos obtidos nas diversas tradiolodagoes

reaslizadas com o hTSH-NIDDKD.

RADIOIODAGAO 1251 EMPREGADO RENDIMENTO RECUPERAGAO  ATIVIDADE

NA 10DAGCAO ESPECIFICA

(N®) (rcily . (%) (%) (»Ci'/rg)
! 550.00 56,28 112,73 62.51
2 §76.,00 20,28 91,50 36,37
a 526.00 26,29 104,714 47.31
4 511.00 26,70 75.55 28,79
b 1.057,00 66,93 §4.66 143.83
£ 755,00 33,34 79,25 53,72
v 923,00 18,60 90,62 3,41
S 935,00 33,00 99,00 61.66
G 39,00 40,21 124,01 61,58
1Y 176,00 18,50 114,60 29.13
Modia o= 794,40 33,97 98,57 56,11
bp : 169,44 16.30 15,9% 33.57

(6Y z 21,33 % 48,07 % 16,18 X 59,83 »

1 »Ci = 37 KBq
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1251 hrsH radioiodado nio purificado.

Figqura 7. Eletroforetograma do
0 valor de Rm do componente principal e indicado entre pa

rénteses, enguanto gue a seta indica a posigéo do C.T..
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Figura 8. Cromatograma da purificacdo do 125I-hTSH em gel de
Sephadex C-100, referente &@ 6% radioiodacao. A linha
contipua expressa a radioatividade de 10 ul de cada
frazd> em cpm e a linha descontinua apresenta a
percentagem de ligacdo do 1251-hTSH ao seu anticorpo
especifico, empregado er excesso. A area hachurada
corresponde as fracoes que forar reunidas e estocadas a

-20°C para seren erpregazas como tragador no RIE.
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Tabela <. Valores de Kd refercntes aos picos 1I e 111

revelados nos cromatogramas das diversas

radioiodagdes.
]

RAD10DIDAGAO Kd

(n?) Pico 11 Pico 111

(1251-hTsH)

1 0,130 0,244

2 0,138 0,259

3 0,119 0,277

4 0,115 0,250

5 0,094 . 0,255

6 0,142 0,265

7 0,146 0,271

8 0,200 0,364 L

9 0,186 0,371

10 0,211 0,297
Media - 0,145 0.2565 |
e £0,039 10,046

cv z 26,08 % 16,07 % i
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Tabela 5. Valores de Rm e da percentagem de pureza
eletroforetica de oito tracadores anali-

sados pela EGPA.

TRAGADOR Ro PUREZA
(n®) (%)
1 0,480 81,06
4 0,395 72,66
5 0,442 71,35
6 0,438 59,90
7 0,419 | 37,67
8 0,342 52,73
9 0,461 70,49
10 0,513 77,48

Média = 0,436 65,69

Dp = 10,052 114,58

Cv = 12,00% 22.20%
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correspondentes ao componente secundario. estimados en

relagao & radioatividade total no gel, sac tamben
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125I-hTSH proveniente
da radioiodagdo n* 4: recém purificado (A) e apos 40
dias de armazenamento a -20°C (B). As setas indicam
a posig@o do C.T.. Os valores de Rm do componente '

principal sdc indicados entre parenteses. Os valores

Eletroforetogramas obtidos com

percentuais dos picos correspondentes aos componen -
tes principal e secundirio e ao 1251 1ivre, estima -
dos com relagado a atividade total no gel, também séo

indicados.
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Tabela 6. Valores dos parametros relativos as curvas dose- ) P
resposta obtidas com o tragador apds 26, 48, 56 e 63

dias de armazenamento a - 20°C.

TEMPO DE % LIGACAO EDgq DMD

ARMAZENAMENTO INESPECIFICA  ESPECIFICA (uU/m1) (ul/ml1)
o

26 DIAS 10,12 49,38 110,00 8,0
48 DIAS 9,13 43,20 137,50 11,0
56 DIAS 9,95 39,96 92,50 7.0
63 DIAS 10,00 33,59 100,00 11,0
Media = 9,80 41,53 110,00 9,25
DP = 20,45 t6,58 £19,68 22,06
cv = 4,62 % 15,84 % 17,89 % 22,29 %
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com 0 trac¢andor proveniente do radioiodagdo n” 8.



Tabela 7. Titulo do antissoro determinadc para

os diferentes tracadores.

TRAGADOR 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
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4.1.4. CONDICOES DO ENSAIO

A Figura 14 exibe as curvas dose-resposta obtidas
empre; ando-se o5 dois sistemas de ensaio: em equilibrio e em
nao-equilibrio e os respectivos valores de ligagdo inespecifica,
especifica, EDgg e DMD. Nota-se que com a adigao atrasade do
tracador, No sistena em ﬂio-equilfbrio. os parawetros referentes a
sensibilidade do ensaio mostraram-se consideravelmente diminui-
dos.

A Figura 15 apresenta o efeito da concentra¢ao do PEG
na precipitacio do 125l—hTSH ligado ao anticorpo. Observa-se qQue
na concentracdoc de PEG a 25 % garantiu-se a precipitaciao total
do complexo nntfgeno~anticorpo. mantendo~se © valor da ligacdo
incepecifica baixo. Alem disso, nota-se que em torno dessa con-
centragéo, variando de 20 a 30 %, as ligacOes permaneceran
constantes.

A Figura 16 exibe os resultados comparativos da sepa-
racdo de um ensaio pela precipitagac com PEG, seguida ou nao de
lavagem e reprecipitagdo. Observa-se que & reprecipitacgao
diminuiu sensivelmente os valore da ligagdoc inespecifica,

enquanto que os valores da ligacao especifica, EDgp, DMD e das

concentracoes das apostras controle permaneceram inalteradas.

e
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SISTEMAS DE_INCUBAGAO

EQUILIBRIO NAO-EQUILIBRIO
NSB (%) 12,84 12,97
Bo (%) 29,26 29,99
ED., (uU/ml) 180,00 68,00
DMD  (uU/ml) 22,00 10,00

Figura 14,

Comparagao das curvas padrdo construidas no sistema
de ensaio em equilibrio (o——o0) e em néo-equilfbrio
(e—-e@) com o tragador proveniente da radioiodagdo
n* 10.
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125

inespecifica do 1-hTSH (0o—=0) © nas precipitacoes do

12%

1-hTSH ligado ao antissoro na diluicdo do RIE (B 8)

e ligado ao antissotv em excesso (e——e).
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SEPARACAO DO ENSAIO

SEM LAVAGEM COM LAVAGEM E

REPRECIPITAGAO
NSB (%) 15,54 7,64
B/T (%) 23,58 25,40
ED50(uU/m1) 74,00 73,00
DMD (uU/ml) 17,00 15,00
CONT.ALTO (uU/ml) 140,00 130,00
CONT.MEDIO (uU/ML) 61,00 63,00
CONT.BAIXO (uU/m1) 27,00 25,00

Figura 16. Comparacdo das curvas dose-resposta obtidas pela
separacao com PEG gseguida (e——e) ou néo (o~==op)

de lavagem e reprecipitacao (tracador n® 10).
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4.1 5. BEQUENCIA OPERACIONAL DO RI1E

A partir dos resultados obtidos no estabelecimento das
condi¢des otimas para o RIE, obedeceu-se a sequéncia operacional
seguinte para sua realizacao:

Todos os ehsaios foram realizados a 4°C pelo sistema enm
ndo-equilfbrio, conforme descrito no item 3.1.2.3..

Para a construcao da curva dose-resposta foram incuba- ,)
dos por 24 horas o hTSH padrao, na concentracao de zero a 400
ul/ml, com o antissoro na diluigdo estabelecida para cade
tracador (Tebela 7). Apos esse periodo, foi adicionado o
tragcador (diluido 18 vezes) e a incubagdo prosseguiu por mais
24 horas.

A amostra que estimou & ligagdo inespecifica foi
obtida pela incubag¢@o do tragador com fosfo-salina e as amos-
tras controie e &aquelas com teor de hTSH desconhecido foram
incubadas em substituigcdc Ws solucoes padrao, conforme indicado
na Tabela 8 .

Finda essa incubacio, as amostras foram separades eun
replicatas, sendo determinada sua atividade em contador game.
Cada amostra foi ensaiada em quadruplicata, correspondendo a
duplicata de incubagao e duplicata de separagio.

A separacio foi realizada pela adi¢cao de 0,5 ml da
solugio o.;PEG a 25 X preparada em tampao veronal, juntamente

com 30 ul de SHN por tubo. Os tubos foram entac homogeneizados en

vortex, centrifugados a 1.600 FCR durante 20 minutos e 05 sobre-
nadantes aspirados.

Os precipitados foram entdo dissolvidos com 0,3 ml da
solucdo de NaCl 0,4 M e precipitados pela adigao de 0,5 m} de

mesma sclugdc de PEG, seguida de centrifugacao & 1.200 RCF du-
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Tabela 8. Protocolo do ensaio de hTSH.

FOSFO-SALINA AMOSTRA ANTISSORO 'zsl'hTSH

(»1) (r1) {(r1) (r1)
NSB 300 --- --- ---
PADROES --- 100 §00 100
CONTROLES - 100 §00 100

DESCONHECIDUS .- 100 600 100
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rante 30 minutos.

Os sobrenadantes foram novamente aspirados e a ativi-
dade dos precipitados foi determinada em contador gama, corres-

pondendo a fracdo do tracador ligado ao anticorpo.

O cdalculo da percentagem de ligagdo foi efetuado con-
forme descrito no item 3.1.3. e a curva dose-resposta tragcada em
pape) semi-log, cujo exemplo tipico € exibido na Figura 18.

A concentracﬁo das amostras deconhecidas, determinada
pela leitura na curva dose-resposta foi corrigide pelo fator

empregado em suas diluic¢des.

4.1.6. CONTROLE DE QUALIDADE

4 .1.68.1. ESPECIFICIDADE

Os velores de hTSH de uma amostra com teor de hTSH
elevado submetida a diferentes dilui¢des sdo apresentados na
Tabela 9 . Esses valores, quando multiplicados pelo fator de
diluigao, forneceram resultados bem semelhantes, como pode ser
observado na Tabela 10. Obteve-se coeficiente de correlagao
linear de 0,9978, significante para p < 0,001, entre ot volumes da
amostra empregados e as concentracdoes de hTSH determinadas
(Figura 17).

A Figura 18 exibe uma curva dose-resposta t{pica do RIE
de hTSH, indicando que o0s pontos correspondentes as amostras

diluidas superpuseram-se a curva construfda com o hTSH padrio.
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Tabela 9. Valores de hTSH de uma mesma amostra com teor de hTSH

elevado submetida a diferentes diluigdes.

DILUICAO

DA AMOSTRA

1:5555 1:6250 1:7140 1:8333 1:10000 1:16666 1:25000

CONCENTRAGAO 125,1 122,8 94,8 82,0 68,8 43,5 29,5
DE hTSH NA 128,8 121,2 96,6 88,1 73,5 46,0 30,0
AMUSTRA DI - 124,0 108,2 101,2 71,5 72,20 45,5 30,0
LUIDA (ul/ml) 126,8 107,2 101,2 75,2 72,0 42,8 31,8
133,5 108,0 100,1 84,0 68,2 41,8 32,3
130,0 115,8 95,0 85,0 71,2 43,0 32,2
159,0 114,5 101,5 83,5 71,0 46,5 30,0
143,1 112,1 98,8 87,0 72,5 45,2 32,3
131,5 109,2 96,5 85,0 64,8 39,0 31,5
123,5 118,2 98,0 80,5 68,2 44,5 32,5
Media - 132,5 113,8 98,4 83,2 70,2 43 8 31,2
DP = 10.4 15,3 12,4 $2,5 42,5 12,2 21,2
cv - 7.8 % 4,6 % 2,4 % 6,6% 3,6% 4,9% 3.6%
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Tabela 10. Concentracdes obtidas en sete diluicoes diferentes

de uma amostra com teor de hTSH elevado.

FATOR DE CONCENTRAGAO CONCENTRAGAO
DILUIGAO DE hTSH NA FINAL DE hTSH
. AMOSTRA DILUIDA

(uU/ml) (U/ml)
1:5.50% 132,% 0.7
1:6.250 113,.8 0.71
1:7.410 95 .4 0,70
1:8.333 §3.2 ) 0,69
1:10.000 70.2 0.70
1:16.666 43,8 6.73
1:25.000 31,2 0,78

Media = 0,72
‘ bp = 40,03

cv = 4,02 %
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Figure 17. Efeito da diluicdo sobre a concentracao de hTSH. A reta
que melhor se ajusta é & definida pela equagéao
Y = 14,1870 X + 0,8784 com coeficiente de correlacao sig

nificante pata p < 0,0015.
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Figura 18. Efeito da diluigdo da amostra (o) comparado a curva

dose-resposta do RIE de hTSH construida com o padrao
Standard A (e—e) e o tragador de n®6.



94

e.1.8.2. EXATIDAO

O estudo da exatidao desta tecnica revelou recuperagio
de solucoes de hormonio padrao adicionadas a uma amostra com
teor de hTSH conhecido (17,3 ulU/ml) variando de 80,8 a 98,0 %
{Tabela 11). O coeficiente de correlacao linear determinado
entre as concentracdoes de hTSH padrio adicionadas e aquelas de
hormonio recuperado foi de 0,9823, sendo significativo para p <«

0,001 (Figura 19).

4.1.6.3. PRECIBAO

A Tabela 12 exibe os valores da analise da precisao
intra-enseio, em que foram dosadas num mesmo ensaio 25 replicatas
de trés amostras controle. Os coeficientes de variagcao foram de
4,55, 5,06 e 4,01 % respectivamente para os controles baixo,
medioc e alto. A Figura 20 apresenta a dispersao intra-ensaio da
determinagao de concentrag¢hao das amostras controle.

Na Tabela 13 séo expressos os resultados das dosagens
das amostras controle em 12 ensaios consecutivos, realizados com
diferentes tracadores. Os coeficientes de variagdo foram de
17,76 , 12,51 e 12,01 % respectivamente para os controles baizxo,
medio e alto. A Figura 21 exibe a dispersao inter-ensaio da

estimativa da concentracac das amostras controle.

4. 1.6.4. SENSIBILIDADE

A sencsibilidade de 20 ensaios realizados com diferentes

tracadores e expressa pelos valor de EDbO e de DMD este apresen-

tada r.a Tabela 14,



Tabela 11. Concentragdes obtidas na prova de recuperacao do hTSH,
adicionando quentidades crescentes deste hormonio a

upa amostra com teor de hTSH conhecido (17,33 uU/ml).

.

hTSH hTSH hTSH
ADICIONADO DETERMINADO RECUPERADO
(ulU/ml) (uU/ml) (uU/ml) (%)
Meédia *+ DP
=== 17,3 2 los halhaig ==
5,0 22,6 t 1,2 4.8 96,0
12,5 28,8 ¢ 1.3 11,5 92,0
25'0 37|b i lr‘ 20'2 80-8
50,0 37.8 ¢ 1,3 40,5 81,0
100,0 104,8 * 4,1 87.5 87,5
200,0 213,4 * 10,2 196,1 98,0

X



hTSH RECUPERADO (p#U/ml)

s

200,C 4

100,01

O 0] 25,0 50,0 102)’0 200,0

hTSH PADRAO ADICIONADO (pU/m1)

Figura 19. Estudo da recuperacao do hTSH padrdo adicionado a uma
apostra com teor de hTSH conhecido. A reta que melhor
s¢ ajusta € a definida pela equagdo Y = 0,9823 X -
4,402) com coeficliente de correlacao significante pa

ra p < 0,00%.



Tabela 12, Valores da concentragao de WTSH das amostras controlce

com teor alto, m¢dio € baixo, determinado num mesmo

ensaio.

CONTRO! £ BAIXO CONTROLE MéDIO CORTROLE ALTO
(ul'/ml) (ul/ml) (utU/ml)
28,20 , 92,50 192,00
30,50 87,50 185,50
28,50 82,50 188,50
27,20 90,00 183,50
29,50 82,50 187,00
28,50 85,00 193,80
29,50 95,00 193,50
27,20 90,00 181,50
28,50 68,00 186,20
3v,00 90,00 181,80
2¢,B0 85,00 170,50
26,20 86,20 189,00
28,80 90,00 180,00
30,80 93,80 169,00
29,80 85,00 189,20
28,00 90,00 183,20
25,50 97,50 181,50
29,00 95,00 182,20
27,50 87,50 160,20
28,80 85,00 181,00
26,20 90,00 184,80
25,50 85,00 172,50
28,50 85,00 187,50
30,20 90,00 186,50
29,50 98,80 191,20

Medin - 25,60 89,40 i84,10
by T 1,30 14,50 +7,40

Cv : ‘c'ﬂb x boO‘J % 4-01 %
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Figura 20. Variacao iIntra-ensaio das trés amostras controle
dusadas com ¢5 teplicatas. Media ¢t 2 DP e CV sao

indicados.



Tabela 13. Valores de hTSH relativos ao estudo da precisdo inter-
ensaio realizado com diversos tragadores.

TRAGADOR AMOSTRAS CONTROLE
(n°) BAIXO MEDIO ALTO
1 37,50 86,20 157.50
37,50 98,75 170,00
47,50 82,50 161,20
32,50 95,00 176,25
2 30,00 75,00 167.50
40,40 87,50 147,50
3 32,50 73,75 140,00
26,25 73.7% 127,50
27,50 72,50 130,00
s 31,25 75,00 158,75
32,50 65,00 145,00
30,00 87,50 190,00
Media = 33,48 81.04 155,93
Y - 16,0 210,14 118,75

Ccv = 17,76 % 12,51 % 12,20 %
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Figura 21. Vartacao inter-ensaiou das amostras contivle dosadas
sistematicamente em 12 ensaios diferentes. Media ¢

2 DP e CV sao indicados.
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Tabela 14. Andlise da sensibilidade dos ensaios de hTSH.

TRAGADOR EDg, DMD
(n?) (uU/ml) (uU/ml)
1., 110,00 8.00

137,50 11,00
92,50 7.00
100,00 11,00
2 58,75 4,00
65,00 6,50
3 62.50 4,25
$6,25 4,00
E' EJ L] 0 () 3 * 0 0
4 90,00 ©.00
72,50 5,00
102,50 5,50
6 57,50 4,00
7 52,50 3,00
43,75 3.00
42,50 3.00
37,50 3,00

§ 47,50 3,50
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4.2. EXTRACAO E PURIFICAGAO DJO hTSH

4.2.1. OBPTENGCAO DO hTSH

A Tabela 15 apresenta os valores da atividade especifi-
ca de hTSH dos vérios éxtratos crus armazenados desde o periodo
de 1981 a 1982, guando da obten¢iao do hGH no IPEN~CNEN/SP.

As Figuras 21 a 23 exibem 0s cromatogramas das etapas
de purificagao sucessivas do hTSH em Sephadex G-100, hidroxila-
patita e SP-Sephadex C-50, a partir do extrato cru liofilizado
(preparac¢ao C; Figuras 22 e 23) e das hipéfises frescas (Figura
24). As areas hochuradas referem-se as fracoes que foram reuni-
das e dislisadas para serem aplicadas nas purificagdes subse-
guentes.

Os valores da atividade e da recuperagao do hTSH-IPEN
obtido nas etapas de purificacdo sucessivas estdo apresentados
na Tabela 16. Observa-se que o aumento da atividade especifica 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 cromatograficos das repurifica-
¢0es em Sephadex G-100, observa-se naquelas resalizadas com o
extrato cru liofilizado, picos referentes a componentes com peso
molecular distinto do TSH {Figuras 22 A e 23 A) Essespicos noo foranm
evidenciados quando se empregou o extrato recem obtido de hipd-
fises frescas, cujo perfil apresentou um pico unico (Figura 24
A) e recuperagao de 105 X (Tabela 16 C).

As fracdoes com msior atividade especifica de hTSH
reunidas nas purificacoes em Sephadex G-100 apresentaram um

aumento de sua etividade en torno de 1,5 vezes (Tabela 316 A-Cj,
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cerca da metade daquele obtido por Roos e cols. (84) empregando o
Bio-gel P-150 (3,1 vezes).

Nas purificacoes subsequentes, em hidroxilapatita, eas
fracocs eluidas com o tampdo na concentragcao de 0,2 M (Figuras
22 B o 24 B) sapresentaram um aumento de 3ploximodapente 2 vezes na
atividade do LTSN, obl?do do extrato cru liofilizado, quando se
emp1 ooy a hidroxilapatita preparada em nossos laboratorios
(Tabela 16 A ¢ B). Esse aumento fol de 3,3 vezes quando se
utilizou o produto comercial para a purlficacio dn extrato fresco
(Tabelan 16 C). v entanto, o incremento obtido por Roos e cols.
(54) nessn etapa foi de 4,7 vezes.

Na ultima etapa de purificac@ao em SP-Sephadex C-50,
forsm observados dois picos eluidos pelo tampiao fosfato de potéas-
cio 0,00 M | apresentando squele de maior forga de interagiao com
a8 mitriz, uma atividade especifica mais alta (Figuras 22 Co24 C).
Essas fragoes, correspondentes aos picés com atividade de hTShH
meior, constitufram o hWTSH-1PEN obtido a partir do extrato cru
liofilizado ¢ armazenado durante quase 10 anos a -20°C (IPEN#1 e
IPEN22) e a partir do extrato recem obtido (IPEN#3). Nessa purifi-
cacdo observou-se o maior aumento na atividade do hTSH, gque
varjou de 3,9 a 4,B vezes (Tabela 16 A a C), sendo inclusive maior
do que aquele relatado por Roos e cols. (84) em purificagéu
similar (3,1 vezes).

Apesar do extrato cru liofilizado e armezesado pour
longo perfodu ter apresentado major atividade especfficn de hTSH
do que aquele recém obtido, o hTSH-1PEN originado desses dois extra-
tos wspresentou potencia muito similar, da ordem de 2,2 U/mg
(Tabeln 16 A a C).

Note-se que a atividade do hWTSH-IPLN$#3 sumentou 21

vezes durante sua purificacao (Tabela 16 C), ccica do triplo
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Tabels 15. Extratos crus de hTSH oblidos durante o preparo do hGH.

PREPARACAO  PESO TUTAL DO PROTEINAS TOTAIS® hTSH
LIOFIL1ZADO
(DATA) (g) 8c/100 mg de (»g) U/ng dc“ ]
) L1OF ILIZADO PROTEINA /

A (1981) 29,80 1,57 467,86 0.084 39,30
B (1981) 13,70 2,05 280,85 0.044 12,36
C (1981) 11,40 2,60 296,66 0.300 89.0¢
Dofgesl) 6,40 1.64 103,32 0,047 4,87
E (1982) 22,15 1,23 272,44 0,120 32.6¢
F (1982) 33,55 0,87 291,88 0,110 32,11

 §
Medida de absorvancia a 260 nm, assumindo que A?'émz = 1,0
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Teabela 16. Purificagdo da tireotrofina humana hipofisaria. Os

valores da atividade especifica s8o0 expressos como
media #* DP, indicando entre parénteses o nimero de

determinagdoes do TSH.

ETAPA DE hTSH hTSH
PURIFICAGAO ATIVIDADE ESPECiFICA  ATIVIDADE RECUPERADA
(U/mg) (V) (%)

A - Purificagao a partis de extrato cru liofilizado {preliminar):

Sephadex G-100 (£1) 0,29 * 0,09 (3) 11,5 100
Sephadex G-100 (42 0.43 + 0,12 (6) 4,2 37
Hidroxilapatita 0,65 * 0,05 (3) 1.2 i1
€1 - sephadex C-0 2,29 % 0,00 (2) 0.1 1

B - Purificacao a partis de extrato liofilizado (escala major ):

Sephadex G-100 (#1) 0,30 * 0,02 (4) 77.7 100
Sephadex G-100 (#2) 0,41 2 0,04 (4) 30,1 30
Hidroxilepatila 0,45 % 0,07 (4) 9,7 13
SP - Sephadex C-50 2.1% % 0,35 (3) 1,9 2

C - Purificayao a partir de extrato cru fresco:

Sephadex GU-100 (1) 0,11 (1) 6.1 100
Sephadex G-100 (#2) 0,18 (1) 5.5 105
Hidroxilapatita 0.59 (1) €.4 79

Si - Sephadex C-H0 2.28 (1) 0.2 yi
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do aumento revelado na purificacao do hTSH-IPEN#1 e
#2 (Tabela 16 AeB). Este incremento foi devido nao apenas ao
emprego do extrato cru fresco, como também ao uso da hidroxilapa-
tite comercial.

Entretanto, o incremento final obtido por Roos e cols.
(B4), que também empregaram extrato cru fresco, foi de aproxima-
damente 46 vezes, provavelmente por causa dos resultados melhores
obtidos por esses autores com o0 uso do Bio-gel P-150.

Obteve-se portanto, aproximadamente 44 ug de hTSH na
purificagBo preliminar do extrato cru antigo (IPEN#1), 884 ug na
purificacdo deste extreto realizada em escala maior (IPEN$#2) e
88 ug na purificagdo do extrato cru fresco obtido de 165 hipo-
fises IPEN#3).

Na Tabela 17 sao indicados os valores da recuperacao
dos procedimentos de liofilizacdo a que foram submetidas a
preparaga:c hTSH-1PEN#2. Observa-se uma grande perda de
material quando o hormdnio ¢ liofilizadc em tamp@o fosfato de
potassio. messo na presenca de manitol, enquanto que a8 liofilizagdo es tampao
glicina-fosfato forneceu 8 melhor recuperagao.

4 .2.2. AVALIAC;O DE nhTSH-IPEN

A Tabela 18 exibe os resultados da radioiodagdo das
trés preparacées do hTSH-IPEN. As anotagles entre parénteses
jndicam o tempo que o hormdonio permaneceu armazenado em solugdo
8 -20°C ou o meio em que foi liofilizado, conforme indicado na
Tabela 2.

Como o rendimento das radioiodagoes realizadas com os
hTSH-1PEN foi muito baixo, nao foi possivel estimar a atividade
especifice desses tracadores. Pela andlise da Tabela 18 obser-

va-se tambeém que e meioria das prepareacoes 1PEN armazenadas em
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Tabela 17. Avaliacao dos procedimentos de liofilizacao do hTSH
IPEN # 2. cujas condicoes de armazenamento estao jin-
dicadas na Tabela 2.
PREPARAGAO TAMPAO MASSA MASSA RECUPERAGAO
TEORICA OBTIDA
(mg) (mg) (%)
£ 2-A Glicina 0,5 M - fosfato
de sodio 0,05 M , pH 7,2 146,36 141,08 96,40
[ | Licarbonato de sodio
0.005 M , pH 7,0 1,76 1.9 7,10
£ 2-C Bicarbonato de soédioc
0.005 M, pH 7,0 + manitol 29,17 27,85 95,50
¢ 2-D Fosfato de potassio
0.06 M , pH 7.0 31,82 18,69 58,61
# 2-E Fosfato de potassio
29,50 49,60

0,06 M, pH 7.0 +» manitol 59,61
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Tabela 18. Resultados obtidos nas radloiodacoes realizadas

com ¢ hTSH-1PEN.

PREPARAGAD RADIOIODAGAO RENDIMENTO Kd

Pico 11 Pico 111

(n®) (%) ¢'2%1-nTSH)
IPEN # 1 “1 6,72 0.107 0,348
IPEN # 1 2 9,00 0,111 0,352
(2 meses)
IPEN # 2 3 .41 0,116 0,252
IPEN # 2-A 4 ---- 0.136 0,273
(gpiicina-fosfato)
IPEN # 2-B 5 ---- 0,176  -----
tp1gaxbonalo)
IPEN 8 2-C 6 ---- 0.,1%  -----

(bicarbonato+ manitol)

IPEN # 2-D 7 ---- 0,148  -----
(liofilizado)

IPEN ¢ 2-E § 7,32 0,10% 0,263
(liofilizado manitol)

IPEN # 2 9 12,77 0,123 0,263

(6 mesec)

IPEN & 3 10 4,38 0,132 0,302
IPEN £ 3 11 ---- 0,166  -----
(1 més)

Media = 7.60 0,134 0.293
Dp = 22,9¢ 0,024 0,042

Cv c 39,34 % 18.01 % 29,33 %
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meios distintos, revelaram nos cromatogramas de suas marcacles
os picos 11 e Ill com os valores de Kd dentro das variaci¥o da-
queles valores exibidos pelos tracadores NIDDKD (Tabela 4).
Algumas das preparacdes do hTSH-IPEN#2 liofilizados em meios dis-

tintos e do hTSH-IPEN#3, armazenado durante um més em soluc@o, hao

epresentaram o pico 111, correspondente ao 125

I-hTSH puro e imu-
norreativo.

Os perfis crématogr‘ficos desses tracadores IPEN que
apresentaram valores de Kd compatfveis com aqueles do NIDDKD
estao apresentados nas Figuras 25 a 31. Nessas figuras a linha
continua expresse a radioatividade de 10 ul de cada fracdo e a
linha descontinua indica a ligacdo do 125l-hTSH-IPEN ao anticor-
po especifico, empregado em excesso. As sreas hachuradas corres.

pordem ms fra¢cdes que foram reunidas para serem analisadas como
tracador no RIE. A prepatracao IPEN#Z liofilizada aros dialise con-
1ra ¢ tampao pglicina-fosfato. nao apresentou imunorreatividade, a-
pesar de ter apresentado o pico com valor de Kd correspondente ao
Y23) - TSH (Figura 28).

A Tabela 19 indica o resultado da &analise dos qustro trasa-
dores IPEN, que se apresentaram imunorreativos, pela eletroforese
em gel de poliacrilamida. Os eletroforetog.amas desses tragado-
res g80 exibidos na Figura 32. Percebe-se que apesar dos traga-
dores 1PEN terem apresentado um componente principal com valor de
Rm dentro do intervalo dos valores exibidos pelos tragadores
NIDDKD (Tabela 5), sua pureza eletroforética foi menor quando
comparada cém a desses tracadores (media de 43,29 % para o IPEN
contra 65,65 % para o NIDDKD).

Tal como observado com o tragador NIDDKD na Figura 10,
o componente secunddario do tragador IPEN que migra na EGPA junto

. /
com o0 CT n&o se mostrou immunorreativo, conforme e mostrado na

Figura 33.
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Tabela 18 . Valores de Rm e da percentagem de pureza eletrofore-
tica dos tragadores preparados a partir do hTSH-IPEN,

analisados pela EGPA.

PREPARACAO TRAGADOR  Rm PUREZA
(n¢) (%)
IPEN # 2 3 0,359 36,96
IPEN # 2-E 8 0,366 46,13
(1iofi1izado
+ manitol,/
IPEN # 2 9 0,381 44,58
(6 meses)
IPEN # 3 10 0,486 45,49
Media = 0,395 43,29
DP = $0,059 4,27

cv = 14,92 % 9,66
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SEGMENTOS DO GEL

Eletroforetogramas dos trvacadores IPEN: A - nf 3,
B- n* § € -n¥ 9eD n* 10 confourme relaciona-
dos na Tabela 2j. As setas indicam a posi¢aoc do
CT. Us valoures de Km do componente piincipal sao
indicados entre parénteses. 0Os valores percentuals

dos picos cotfespondentes aos componentes princi-

pal e secundario e ao '3} livre, relastivos a ati-

vidade total do gel., tambem sao indicados.

300
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SEGMENTOS DO GEL

125l-hTSH livre daquele ligado ao anticorpo

f.gura 33. Separagao do
enr LGPA. Para esta anaslise empregou-ge o trag¢ador pro -
veniente da radioiodac¢ho n? 3 do hTSH-IPENF2. O valor de
Rn du componente principal € indicado entre parénteses e
as setas indicam a posigaco do Cf. Us valores percentuais
deos picoge correspondentes ao componente secundario,
estimados em relscéo a radivatividade total no gel.ss-

tanten 1ndicados.,

N
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As curves de titulo do antissoro oblidos ctom os Qquatte
tragadores IPEN estao epresentadas na Figura 34 em comparagao
com a curva obtida com o tracador NIDDKD. A Tabela 20 exibe os
titulos do antissoro determinados para esses lracadores., que cor-
respondem as dilui¢des que forneceram a metade da liga¢ao maxi -
ma de cada um. conforme espeﬁificado no item 3.2.6.2..

Na Tabela 21 estéo arrolados os velores das ligacoes
inespecifica e especifica, de ED50 e de DMD dos RIEs realizadas
com os tracadores IPEN comparativamente ao tracador NIDDKD e das
concentyacoes das amostras controle.

As Figuras 35 e 36 apresentam as curvas dose-resposta
realizadas com os tracadores IPEN e NIDDKD e os respectivos

perfls de imprecisao intra-ensajo tracados pelo programa RIAKALK.



124

801
60 1
h
\
(= =]
40
of 1
20 1 -
0 H——
0,01 V.06
Figure 34.

| L v ¥ L

Vst 1.2 2,4 4,8 9.6

DILUIGAO DO ANTISSORO™ Y x 109
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Tabela 20. Titulo do antissoro determinado pare os diferentes

tracadores 1PEN em compara¢ao com o tracador NIDDKD.

PREPARACAO TRACADOR TITULO DO ANTISSORO

(n%)

JPEN # 2 3 1:1.250.000

IPEN # 2-E 8 1:1.200.000
(liofjlizado

com manitok)

IPEN # 2 9 1:1.200.00

(6 meses)

1PEN & 3 10 1:900.000

NIDDKD 8 1:900.000
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Tabela 21. Valoires dos parametros do controle de qualidade dous

RIEs realizados com os tragadores JPEN e NIDDKD.

PREPARAVAO % LIGAGAO EDSO DMD CONTROLES
(pU/ml)  (pU/ml) (VU M;)

INESPECIFICA ESPECIFICA BAIXO MEDIO ALTO

IFEN#2-E 3,83 25,15 11,53 2,42 6,73 31,29 51,54

(ljmflljzadc>

com nanjitoel

IFEN®#2 4,50 20,60 12,75 3,32 6,47 25,16 50,70
{6 mecses)

piL oD £,97 40,42 14,02 2,89 12,19 38,03 72,18
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5. DIBCUBSAO
5.1. PADRONIZACACO DO RIE

O RIE de hTSH desenvolvido neste trabalho visou o
doseamento deste hormonio em extrato hipofisario durante as
varias etapas de sua purificacdo em nossos laboratorios.

Cumpre salientar que este RIE foi desenvolvido de
acordo com as condi¢Ges e pelo emprego dos reagentes disponiveis
em nossos laboratorios, sendo portanto, realizados estudos que
visavam a obtengdo de resultados rapidos, reprodutfveis e fide-
dignos.

Conforme comprovado pela EGPA, o hTSH frio recebido do
NIDDED nao sofreu degradagdes durante o seu transporte, nea
durante seu armazenamento em solu¢do a -20°C por 22 dias (Figura
6), sendo portanto, muito adequado para ser empregado nas
radioiodagdes. Esses resultados concordam com as recomendagdes
recebidas do NIDDKD de nao utiliza-lo para radioiodacdo apdés o
armazenamento nessas condicées, por mais de um a dois meses
(45).

No presente trabalho empregou-se o método de iodagio
descrito por Hunter e Greenwood (47), pois alem de ser universal-
mente utilizado, seus procedimentos sao simples e rébidos. Além
disso, esse método ja& havia sido empregado em nossos laboratdrios
para o prep;ro do 125]-TSH de ratos (11), bem como por vérios
autores para o preparo do 1251-nTSH (69,99,70,68,100,63,72,
39,73,50,82),

A purificagao do 125l-hTSH em cromatografia de exclu-
s&o molecular em Sephadex G-100 foi eficiente para separar o

tragador (pico 111) dos possiveis agregados de peso molecular
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elevado (picos 1 e 11) e do l25’1 livre, resultando em tracadores
de pureza adequada. Alem disso, tal purificag@o possibilitou a
determinacdo do rendimento das radioiodacoes e da atividade
especffica dos tracgadores.

Os dados pPouco uniformes referentes a atividade
especlfica dos tracadsres poderiam ser explicados pela atividade
varjavel do lzbl efetivemente utilizeda nas radioiodag¢ées (Tabela
3).

Embora a incubagaAo com o antissoro em excesso seja uma
forma muito especifica de identificar o pico correspondente ac
lZEIl-hTSH puro e imunorreativo, a simples determinacao de seu
coefliciente de distribuicao, que estd relacionado c¢om o raio
rmolecular, ponde ser o unico criterio empregado no reconhecinento

desse pico. Us diferentes tracadores apresentaram valores precisos

desse coeficiente, com CV de 16,07 % (Tabela 4).

A andlise pela EGPA mostrou-se muito adequada para
caracterizar o tragador, permitindo inclusive a estimativa de
sua pureza. Exames similares foram realizados por Lemarchand-
Beraud (59) com o TSH humeno e bovino marcados com 131y,

A r1eferida enalise do tragador armazenado durante 40
dias a -20°C evidenciou a diminuigdo de sua pureza, com aumento
da liberagéo do 125l livre (Figura 11). Esse efeito poderia
ser amenizado pela obtencao do hormdnio marcado com atividade
especifica ﬁais baixa (41). Nesse sentido, o proprio NIDDKD
recomenda o emprege de uma concentragao menor do agente oxidante
na rea¢do de radioiodagio: 4 a 6 microgramas de Cloramina T por
micrograma do hormonio (45), praticamente a metade daquela utili-

zada neste trabalho (10 ug).



Confourme id discutldo pot llunter (48), a gradual
diminuicao de ligacoo especifica dJ tragador ocorrida ao longo do
tempo  de armazenamento  (Tabola 6) pode ner atribuida & perda da
imunorrecatividade do tracador causada pclo decaimento catlastréfico
do 1adiolodo. Esse etitudo da estabilidade du tracador confirmou
sun  ndequacio  pata ser  empregado no RIE wmesmo depolis de ter
decorrido uma meila w~ida do radlojodo. Sua cstabilidade estad de
acordo com o descrito na literatura, que se r1efere a periodos de
armazenamento de b a 6 semanas (30,41).

Como Ja verificado por varios autores para o RIE de
hisH (50, 72, 73), a adigao ulterior do trag¢ador aumentou a
scensibilidade do ensaio, engquanto que o valor da ligacdo espe-
cifica permrnececu inalterado (Figura 14).

A técnica de separnci’u empregada no RIE foi & da
precipitagav de fragiéo ligeda pelo PEG (72), gque por ser um
rcaéenle de custo beixo era disponfvel em grandes quantidades nos
lsbosaturjos da Divisdo de Medicina do IPEN-CNEN/SP. O principio de
dn separacae pelo PEG tewm como fungao diminuir o soivatagao das
molcculas biologicas, provocando assim, Sua precipitacio.O emprego de
PEG como agente separador alende n&o apenas &s exigéncias re-
ferentes 80 custo bem como aos critérios de praticabilidade
{rapidez e sinplicidade), aeplicabilidade e reprodutibilidade do
método de separaghao. Sua principal desvantagem € o valor da
ligngho inespccfflca elevado (5 a 15 %) podendo fornecer va-
lores mais elevados para hormdOnlos proteéicos (20). Portanto,
recomcenda-se que sejam efetuados estudos para estabelecer as

condi¢bes ideais de separagao para cada ensaio em particular

(28,20).
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A concentracao ideal de PEG a ser empregada na sepa-
racao dos ensaios correspondeu a 25 %, em torno da qual as
ligacaes foram constantes, apresentando os menores valores para
as ligacoes inespecificas e os valores mais elevados para as
especificas (Figura 15).

Por nao requer periodo adicional de incubagao, a
introducao de uma etapa de lavagem seguida de reprecipitacao na
separacac do ensaio nao comprometeu muito o tempo necessaric
para a obtencao dos resultados. Além disso, as curvas dose-res-
posta comparativas obtidas pela separacao com PEG seguida ou nao
de lavagem e reprecipitacao foram sobreponiveis, apresentando
resultados similares para as amostras controle (Figura 16). Deste
modo foi possivel diminuir pela metade o valor da ligagio
inespecffica mantendo-o dentro dos limites aceitaveis relatados
na literature (21).

Tendo em vista as condigoes dos nossos laboratérios, o
metodo de separacao pelo PEG além de ser menos oneroso, mostrou
ser eficiente e bastante satisfatorio Bs nossas necessidades.

Outro achado que merece ser mencionado diz respeito a
correlacdao altamente signi;icativa (p < 001 ) verificada entre
os valores da ligagdo inespecifica estimados na auséncia de hTSH
frio e na presenca de hTSH padriao em excesso (Tabela 22), facul-
tando a substitui¢do do padrao pela solugao fosfo-salina na
determinac&o deste pardmetro do RIE.

A oportunidade de poder empregar o MRC Research Stand-
ard A (63/14) como padrao do RIE foi de grande importéncia para
comparar os resultados da extragso do hTSH realizade neste tra-
balho com aqueles obtidos por outros autores que se utilizaram do
mesmo padrac hormonal (B4, 46). Esse padrao, recebido do Medical
Research Council em 1973 e armazenado a -20°C, ndo se deteriorou
durante sua longa estocagem a temperature baixa, confirmando as

observacoes de Pekary e cols. feitas em 1975 (72) sobre sua

-\
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Valores percentuais comparativos da ligacao
inespecifica obtida em diferentes ensaios
substituindo ou nao o hTSH padrac (Standard

A) pela solucado fosfo-salina.

ENSAJO hTSH hTSH
(n?) " Z2ERO U/m1 400 pU/m]
1 4,30 5,20
2 1,50 6,40
3 6.90 7.00
‘ 7.60 7.60

e
L)
.
og]
o
-
-
w
(=

6 3,90 4,70
Média = 4,97 5,87
DpP = 1,90 1,33
cv = 38,28 % 22,66 %

Y = 2,5955 + 0,6586 X, r = 00,9429
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Entretanto, o Standard A ja foi substituido pelas
preparacdes de referéncia intérnacionais estabelecidas pela
Organizagiao Mundial da Saide em 1974 e em 1983 (WHO hTSH INT.
STD. 68/38 e 80/558, respectivamente (37), ao mesmo tempo em que
a preparacéo de referéncia 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 distribuida pelo NIDDKD. Por-
tanto, comparou-se o0 emprego dos padrdes Standard A e RP-1 na
construgao da curva dose-resposta do RIE, obtendo-se curvas per-
feitamente superponiveis (Figura 37).

O controle da qualidade do RIE, tradicionalmente reéli-
zado pelas medidas de especificidade, exatiddo, precisio e sensi-
bilidade (2,65), garante a seguran¢a ou fidedignidade dos resul-
tados obtidos. No presente trabalho esses parfimetros
foram rigorosamente investigados.

A linearidade e a alta correlagao demonstradas entre a
diluicao da amostira e a concentracﬂo hﬁrmonal determinada (p <
0,001), comprovam a inexisténcia de fatores interferentes na
diluicao, sendo portanto uma prova da especificidade do ensaio,
conforme preconizado por Yalow (103) e permitem a diluigio das
amostras dos extratos hipofis‘rios. A distribui¢do dos pontos
referentes as diferentes diluigdes da amostra quando transferi-
dos pare a curva dose-resposta (Figura 18) revela o idéntico
comportamento das amostras e do padrédo, velidando a tecnica
proposta.

O estudo da exatiddo do RIE que exprime a relagéo
entre o valor determinado e o valor real , revelou também
correlagdo linear sltamente significativa entre as quantidades
de hTSH padrao adicionado e aquele recuperado (p < 0,001), cujo

coeficiente da correlagio e  considerado excelente (64). Alép
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disso, esses valores da recuperacao estao de acordo com os Jja
descritos por Borghi e cols. para os RIEs de glucagon (12) e
gastrina (13).

Os resultados obtidos na analise de precisao do método,
que descreve a reprodutibilidade intra e inter-ensaio, acusaram
valores do coeficiente de variacao considerados excelentes para
o intra-ensaio e aceitaveis para o inter-ensaio (63), para os
trés niveis hormonais analisados (Tabelas 12 e 13, respectiva-
mente). Segundo as observa¢cdes de Rodbard (80) j& era de se
esperar maior imprecisao inter-ensaio do que intra-ensaio.

A sensibilidade dos RIEs, que depende da afinidade
entre o antfgeno e o anticorpo e do erro dos pontos da curva
dose-resposta (90), apresentou valores de DMD varjando de 3,00 a

15,00 ut/ml (Tabela 14),

0 RIE desenvolvido neste trabalho tambem pode:ia ser
utilizado ne determina¢ao dos niveis de TSH sérico em individuos
normais e hipotireoideos. desde que a curva dose-resposta fosse
preparada em soro isento de TSH, a fim de compensar Os efeitos
inespecificos do scoro.

O emprego desse RIE na determinacdo dos niveis de TSH
séricos em individuos hipertiredideos, que requer um nivel de
sensibilidade raramente encontrado na literatura, também exigiria

que se aumentasse Sua sensibilidade.
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5.2 OBTENCAO DO hTSH

Com o estabelecimento das condi¢cOes de um ensaio para
dosapem de TSH nos extratos hipofisarjos humanos, foi
poscsivel acompanhar as varias etapas de purificacdao para obten-
¢ao desse hormonio.

Tendo em vista o restrito suprimento e a dificil ob-
tencio de glandwlas hi;ofisérias fres;as, o presente trabalho
tem como caracteristica principal o estudo da possibilidade do
eproveitamento de extratos crus de hTSH provenientes de outras
purificacbes hormonais.

Uma das dificuldades em se obter hormonios glicoprotéi-
cos altamente purificados como o TSH, € devida nao sd ao seu
polimorfismo como também & inativacdo parcial gue sempre ocorre

durante os processos de purificaciéio e estocagem desses hormonios

(75) .

Analisando-se o0s valores da atividade especifica do
hTSHIE nos  procedimentos de purlificagdo, observa-se que o emprego
de extrato fresco apresentou um aumento significativo em
compara¢do com o0 uso de extrato cru liofilizado. Além disso,
observa-ge que, a partir dos Jdois extratos, a maior perda ocorreu na
ultimay etapa deo purificagao, na qual a atividade recuparada foi
de aproximadamente 2 X. Este rosultado indica a importincia da
concentracdo protéica na preserva¢ao da atividade do horménio,
POiS nesta fase da purificacido o hTSH ja bastante puro,
encontrava-se em solucao wmulto diluido, condi¢do em que tua

degradagdo é mais rapida (5h).
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Alguma perda de material protéico poderia tamhem scr
devida a aderéncia nas paredes dos tubos de vidro utilizados na
coleta das fraciées cromatograficas ou dos proprios frascos de
liofilizagao.

Puréh, apesar do rendimento baixo e das perdas ocorri-
das, também devidas aos procedimentos de ultrafiltracdo e did-
lise, a poténcia do hTSH obtido (aproximadamente 2,2 U/mg) foi
cerca da metade (46) e um quarto (84) desquela determinada por
radiocimunoensaio em outras preparagoes, empregando o© mesmo
hormGnio padrao Standard A, e cerca da metade (97), um tergo
(45). o nonuplo (19) e ate 17 vezes (91) da poténcia estimada em
oulras preparacdes utilizando padréo equipotente (WHO 6B8/38).

Qutro dado que reforgou a importancias da concentragao
pretéica na preservacio do TSH em solugzo foi observado gquando
forem redioiodados o hTSH-1PEN#2, mantido em solugc3do a -20°C
durente scis mecses na concentragao de 83 ug/ml e o hTSH-1PEN#3,
estocado durante um més nas mesmas condi¢Oes numa concentragdo
de 8§ pr/m). O primeiro forneceu um tragador ainda imunorreativo,
mesmo apos  seis meses de armazenamento. enquantio que o segundo
ndo se prestou para rJadlolodasao apdés um més de seu preparo
(Tabela 18).

A forma dec acondicionamento do hTSH é portanto muito
critica para garantir seu emprego no preparo dos reagentes do
R1F, principalmente do tracador.

Todas as preparasoes de hTSH padrao contém lactose ,
albuging (humano ou bovina), ou agbat, como substancias protetoras (4).
Porém. nao foi possivel preservarohTSH-IPEN com albumine, pois
gquando do preparo do tragador esta tamb.im seria radioiodada e

por ter aproximadamente o dobro do peso molecular dn hTSH, n&o
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seria convenientemente separada do 125,

-hTSH na cromatografia de
exclusdo molecular. Para obviar estes inconvenientes, proteinas
de peso molecular elevado ou tecnicas de purificacdo do 1251-hTSH
sliernmativas poderiam ser expelimentadas.

Com relagao ao acﬁcar, empregou-se o manitol que era o
Unico disponivel em nossos laboratdrios. Entretanto, ele ndo se
mostrou eficiente quando adicionado a& hTSH-1PFN#2 mantido em
tampdo bicarbonato (Tabela 18), possivelmente devido a algum dano
j& ocorrido no hormbnio durante o processo de didlise (item
3.2.3.2.).

Alguns autores empregaram outras substancias proteto-
ras, tais como o glicefol para armazenar solugdes protficas a
-20°C ou o etilenoglicol (40 ) durante a purificacdo d¢e outras
prutcfnas.Fntretanto, corno o licerol]l ¢ explougivo em contato com
agentes oxidentes fortes (102), ele nao pode ser utilizado na
estocerem do hTSH destinado a radioiodacdo em que o oxidante
Cloramina T € empregado.

O emprego do etilenoglicol na preservagio do hTSH para
fins de radiciodacao foi avaliado dissolvendo-se o hormdnio do
NIDDKD, hTSH-16, em fosfo-salina contendo 50 % de etilenoglicol.
Porém, nessas condicoes, o hTSH nao foi marcadu (dados nZo apre-
sentadns), sugerindo ter o etilenoglicol utilizado toda a Clora-
mina T disponive] na mistura de reacgéo.

Independentemente da forma de estocagem das
preparagdes 1PEN, os tracedores preparados com esse hormonio
aprescenturam qualidade inferior daqueles preparados com o hTSH-
NIDDKD. Os rendimentos de suas marcagdes (Tabela 18) foram me-
nores gquando comparados com aqueles das marcacdes do hTSH-NIDDKD

(Tabeln 2). Nem mesmo a purificagdo do 32°1-hTSH-IPEN#2 numa



coluna mais alta forneccu resultados melhores, conforme mostra a
Figura 38.

Al€m disso, a pureza eletroforética dos tracadores
1PEN tembém foi inferior daquele dos tracadores NIDDKD, com
valores médios de 43,29 % para o primeiro (Tabela 19) e 65,65 %X
para o scgundo (Tabela 5).

Esses achados foram confirmados quando de seu emprego
na construcéio das curvas de titulo do antissoro especifico, nas
quais o tracador 1PEN#3 apresentou-se mais imunorreativo do que
o 1PENt2, porém menos reativo do que o tracador NIDDKD (Figura
34). A analisc comparativa dos RIEs realizados com esses traca-
Jdores também corroborou essas observagOes (Tabela 21 e Figuras
35.36)

Os resultados obtidos no presente estudo indicem que as
condi¢es empregadas ne purificag¢éio do hTSH hipofisdario nko
permitiram & obteng8o de um produto com grau de pureza elevado,
gue ¢ condi¢ado fundamental para o preparo de tragadores adegua-
dos para RIE (49). LEmbora tenha sido descrito, mais recentemente,
uma tecnica de purificagao altamente especifica para o hTSH
hipofisario (%1,%2), os procedimentos cempregados no presente
trabalho fosam compativeis com os materias disponiveis em nossos
laboratorios. Entretanto, quando o hTSH-IPEN foi utilizado como
padrio sccunddrio do RIC em comparagao com o Standard A,
obtiveram- se curvas dose-resposta paralelas (Figura 39),
surct indo a adequagao da purificacao realizada para 1tal
finalidade. PFara tanto., as condi¢oes de acondicionamento do hTSH
e o estudo de sua estabilidade deveriam ser estabelecidas.

Segundo Sizaret (92), o mais importante num padrao nao
€ sua purcze, mas a sud similaridade com &s substancias as quais
¢ comperado. Portanto, a pureza elevada de um produto pode ser

dispensével se¢ ela ocasionar a sua instabilidade.
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Deve-se salientar que, apesar de nos paises
desenvolvidos os métodos radioimunoloégicos Jjé& terem sido
substituidos por métodos nao-isotépicos, nos paises em
desenvolvimento c¢omo o Brasil, o RIE ainde é& utilizado no
diagnostico clinico e espera-se gue ele tenha uma vida longa (76).
Mesmo que no futurco- ele seja substituido, todos os métodos
imunolégicos exigem antigenos e anticorpos. Portanto. a
padronizacao de wum método de extracdo e purificacao do TSH a
partir de hipofises humanas € muito importantiec, pois por ser uma
molécula complexa, até o presente ndo se¢ conseguiu sua sintese

por biotecnologia.
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6. CONCLUSOES

6.1. PADRONIZACAO DO RIE

A partir dos resultados obtidos no presente estudo

pode-se concluir que:

1 - Foram desenvolvidas e padronizadas as diversas
etapas do RJFE de hTSH que se referem a0 preparo do
tracador, a determinacao das condig¢des Otimas para o ensaio e

ao controle de sua qualidade.

2 - Evidenciou-se ser o tra¢ador obtido neste tra-
balho imunorrestlivo e adequado para ser utilizado por at€ dois

mese§s apO0s Seu preparo.

3 - Delerminaram-se as caracteristicas do tracador
preparado com o hTSH proveniente no NIDDKD para comparagao com
tracadores Prepatados pela mesmo metodologia, a partir de outras

preparacoes hormonais.

4 - Confirmou-se ser o sistema de ensaio em nao-equili-
brio um método mais sensivel e adequado para a determinagéo do

hTSH.
5 - LEctabeleceran-se as condigoes de precipitnc&'o da
fracio ligadas do ensaio pelo PEG, gue atenderam aos critérios de

custo ¢ eficiéncia da separacao.

6 - O mitodo de RIE desenvolvido neste trabalho apre-
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sentou especificidade, exatjdao, precisdo e sensibilidade adequa-
das para B realizacio de ensaios com a obtengao de resultados

validus,

7 - O RIE assim desenvolvido esta apto a ser utilizado
ne determinacio dos niveis de hTSH em extratos hipofisdrios,

apresentando um intervalo de determinacao bastante amplo.
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6.2 ODTENCAO DO hTSH

A avaliacao do hTSH obtido nesse estudo permite con-

cluir que:

1 - O extrato hipofisario nSo deve ser armazenado por
muito tempo antes de sua purificaciao pera obtengBo do hTSH, a

ser utilizado como maté}ia-prima no preparo do tracador do RIE.

2 - Mesmo empregando um extrato cru fresco, as etapas
de purificacao realizadas nao foram suficientes para fornecer um
produto com grau de pureza adequado para radioiodacdéo, sendo

necrssirin uma purifica¢Bo adicional.

3 - Essas preparagdes purificadas devem ser armazena-
das adcgquadamente para terem uma vida Util prolonrada, devendo-se
estabelecer os meios apropriados para cada finalidade: padréo,

tracador, etc.

4 - Criou-se experiéncia suficiente para a obten¢ido de
hTSH purificado que poderd ser empregado no preparo do padréo

sccundario e de anticorpo especifico para o RIE.
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