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RESUMO

A comparac3o entre as duas técnicas de marcacio das gonadotrofinas hipofisérias h nss, | idses @
Cloramina-T, mostrou a vantagem da utilizacio do mérodo enzimético na reaclo de substitviclo de “’l a0 radicgd
tirosila, A oxidac3o qufmica com ClcraminaT, apr W o ir ' de degradacBo moleculsr, bem como »
diminvicBo da imunorreatividade desses hormdnios ﬂiomrot&icos.\

. Apbs obtida a gonsdotrofine'351, dessnvolvelics 'a thcnica do polietitencglicol (PEG) 4000 s 16%, em
substituicho 8o método ciénico de precipitscio com o segundo anticorpo, pers sepersclo do hormdnio liwe daquele

ligedo 20 enticorpo. — - e

. T Gf(,uo(.ou-i a

Com—o- re—jaber ok ﬂm iberaclo de LH e FSH
hiporisérios pelo fator l-beudov das gonsdotrofinas (FLG), em oito mulheres normeis, nat duss fams do ciclo
menstrual. Fizehis dbss provas, ume sguds (injecBo de 25y de FLG) @ outrs prolongads linfusko de 100 1ig de FLG
por B horas) seguida de ume eguda, tanto ne Meateds de fase folicular como da oorztmnn ne fase Kitea.
Obeervoir-se 1e3p0sta significstivemants maior do LH na fem iGtes, se-passe-que niic s significative ne
resposta do FSH nas duas feses do ciclo menstrusi, na prova sgude isolsds. Nas proves prolongads s sguds wit.;n&
P ndo foi signifi diferents pars os dois hormoﬂim. nas duas fases do ciclo menstrual. possivels
sfeitos moduladores dos esterbides sexuais, slie-disoutidos, KV

1 ~ INTRODUGAO E PROPOSITO

O desenvolvimento de métodos radioimunoldgicos para a mensursclo dos hormdnios
glicoprotéicos, a saber, hormdnio folfculo estimulents {FSH) e hormbnio luteinizants (LH), teve por
finalidade sua caracterizaco imunoquimica e a investigaclo do mecanismo de sua secrecio em condicBes
normais e patologicas,

€ reconhecido que h§ muitos grupns reativos imunolégicos nos hormdnios protéiccs e que estes
grupos podem ser diferentes da érea da molécula responsdvel pela atividade biolbgics. ModificacBes ne
esoutura do hormdnio por métodos quimicos, enziméticos ou outros podem resultar em mudansas nas
stividedes imunoldgicss ou também biolboicu“’

Aproveds pers publicecfo em janeiro/1878,



2

- O radicimuncenssic de hormbnios glicoprotéicos ssgue os principios gerait descritos por
YALOW o BERSON'*8) Entretanto, numerosos problemas tiveram de ser resolvidos @ entre eles
solwessaiu a qualidade do tragador obtido pela introduclio de radiciodo, spds a oxidaglo » “iodo stivo™
na molécula protéica. Um problems habitual, a superiodecio que influia diretaments na qualidede
imunolbgica, foi obtida pela tendéncia em se trabalher com elevade atividede especifica do tragador.

De fato, estudos recentes'’ 2" reconheceram que o comportamento imunolfgico des
gamaglobulinas iodadas nos resfduos tirosila muda progressivaments com o sumentc do conte(do de
i0do, 0 que torna essencial um controle para se obter marcaclio adequada.

O fendmeno quimico que pode ocorrer durante 8 iodaclo tem sido smplamente estudado, ©
iodo podendo ser envolvido em reacdes de substituicio no anel benzidnico das urouln“s' nos grupos
imidazblicos das histidinas e nos grupos indéblicos dos mplohnosum ou podendo também oxidar
resfduos de cistina e cistefna'®),

Outras reacles de oxidacio e substituicdo m ocorrer devido a outros residucs de
aminodcidos normaimente presentes nas protafnasuo' ). Para obtermos protefnas radioiodadas nfio
modificadas biologicamente, foi necessdrio njo somente evitar alteragdes na estrutura molecular por
processos oxidativos de per si, mas também introduzir o minimo possivel de §tomos de iodo ne
molécula protéica“m, idealmente um dtomo de iodo por molécula de horménio.

O controle desses fendbmenos nas gonadotrofinas é dificil, uma vez que sio moléculas
glicoprotéicas em que estas rea¢des quimicas ocorrem afetando tanto a parte protéica como a glacidia.

A radioioda¢3o das gonadatrofinas utilizando o agents oxidante clissico Cloramina-T (p-tolueno
sulfonamida N-monoclorada), apresentou maiores problemas para o FSH do que para o LH. Os
FSH-'2%1, preparados com a Cloramina-T, apresentaram anomalias t(sico-quimicas e imunoquimicas,
com elevado grau de degradacdo molect:tar'29

Outros métodos podem ser usados para a radioiodac3o das gonadatrofinas e entre eles podemos
citar: a) lodaco com cloreto de iodo (ICl) que se apresenta como menos danificante & protefna"e 2"
mas a presenca de iodo ndo radioativo limita a possibilidade de se obter um hormdnio com a atividado
especifica desejada (100 uCi/ ug); b) lodagio clctrolltia(u’, tem a vantagem de ndo afetar as protefnas
e também ser o Gnico em que hs possibilidades de se controlsr a reacio de substituiclo do halogénio d
tirosila, apresentando o inconveniente da dificuldade técnica, bem como s necessidade de trabalharmos
com concentragDes de hormdnio cerca de 100 vazes masiores do que as habituais; ¢) Radiociodaclo
enzimdtica, utiliza o fato do iodeto poder ser enzimsticaments oxidado a “iodo ativo” pels
lactoperoxidase'33-43) A especificidade dests reagSo enzimética é do tal ordem & no intoduzir
mudancas significantes e estruturs do polipeptidio » ser mercado!'®), Assim sendo, optamos pels
téenica de MARCHALONIS'Z?), feita em maio levements alealino!2®), sendo as radiogonadotrofines
preparadss por oxidacio mais brands com a lactoperoxidase (peroxidase do leite) ffsico — quimicaments
mais mms!or perfodo meior de tempo, além de possuirem grande sfinidsde pelo anti-soro
especifico'29-31), Com efeito, a degradecio do hormbnio radioiodado fol também ums das dificuldsdes
encontradss po doeomr do radioimunoenssio das gonadotrofines. O método clissico da oxidaclio pels
Cloraming-T, combinando ume aita eficlincle de Incorporacio de lodo 80 hormdnio com ume grande
simplicidade, sprmsentou, entrstanto, © inconvenisnte de induzir mudengss ne estruturs da moléculs
Mﬂ" jo’

_ Assim sendo, descreveremos nests pesquise 8 ticnica desenvolvide pers a marcaglo de
gonsdotrofings utilizendo o3 dois métodos, CloramineT e lectoperoxidase, fezendo sus comparacio.
Ume vez feits o escolhe do método de morcacio, desenvolvemos o radioimunoensaio pere o LH @ FSH
no soro ¢ sus splicaclio 8 um probleme de fisiologis humans, liberaco induzids des gonedotrofine
hipofistrias no ciclo menstrusl normal, pela infusio do hormbnio liberador hipotsibmico de LK o FSH
(FLG = fator iiberador des gonedotrofines).



2 - MATERIAL

2.1 = Aperelhos
2.1.1. Contador Gsma Automdtico (Searle, Chicago, Estados Unidos da Amirica),
2.1.2. “Ultrorac” 7000, coletor de fragBes refrigerado (LKB, Estocolmo, Suécia).

2.1.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida {BioRed, Los Angeles, Estados Unidos de Amdrica).

2.2 ~ Substincias Quimicas ¢ Biologicas

2.2.1. Hormbdnios: FSH humano purificado hipofisério (LER-1676c ¢ LER-1801-3) ¢ LH
humeno purificado hipofisdrio (LER 960) obtido para marcaclo da ““National Pituitary Agency” por
intermédio do “Hormone Distribution Office” do National Institute of Arthritis and Metabolic Diseases,
Bethesda, Estados Unidos da América. PadrBes de FSH ¢ LH humanos (LER-807) também obtidos da
fonte acima mencionada, foram dilufdos em tamplio fosfato pH 7,5, 0,01 M, contendo NaCi 0,16 M
(PBS) numa concentrac3o de 5 ug/ul e guardados a -20°C.

2.2.2. Lactoperoxidase (Calbiochemical Co., Los Angeles, Estados Unidos da América) fol
preparada como solugdo estoque de 1 mg/ml em tampio fostato 0,5M, pH 7,4, No momento do uso a
soluglo estoque era dilufda de 1:200. .

2.2.3. Perbxido de hidrogénio a 30% (Merck A. G. Darmstadt, RepGblica Federal da Alemarha)
foi dilufdo em 4gua desionizada (1:15000), antes do uso.

2.2.4, Cloramina-T (Merck A. G. Darmstadt, Replblica Federal da Alomanha) foi preparads ns
diluicdo de 1 mg/ml em tamp3o fosfato 0,06 M pH 7,5,

2.2,5. Metabissulfito de sédio (Carllo Erba, MilSo, 1tsiia) foi preparado na concentracio de 2,6
mg/ml, em tampdo fosfatc 0,05 M pH 7.5,

2.2.6, Acrilamida (BioRad Labs, Los Angeles, Estados Unidos da Amidrica) ns forma da
mondmero e dfmero! !

2.2.7. Material Radioativo: Na-'2* foi adquirido ds Betwingwerke A. G. (RepGblica Federal da
Alemanha) prasparado especialmente para radioiodaclo de protefnas, em meio levemente alcalino e
totsimente livre de agentss redutores @ carreadores, com uma atividade especftica sempre maior do que
200 mCi/ml.

2.2.8. BioGel P-60 (100-200 mesh) (BioRad, Los Angeles, E.U.A.).

2.2, 9. Antisoros pers FSH ¢ LH foram ruzpv-dos om coslhos, sendo pré-adsorvidos com HCG
o ambos obtidos de “‘Nstionsl Pituitary Aolm:y"

2,2,10. Amostrss de sengue. Pera os estudos fisiolégicos foram selecionadas oito rulheres
voluntériss, com idede média de 27 ancs e perfodos menstruais normels 28-35 diss. Preliminarments,
foram colhidas smostras de sangue, sm jejum, cads dois diss, entre 8 ¢ 9 horas da menhi (separando-se
0 1010 que fol estocado & -20°C, sté o dossgem), determinando-se os nivels de LH o FSH durants o
ciclo menstrusl (Figura 1), pere céiculo des fases IGtes o foliculsr, em que se fizeram s prowms
discriminades ebeixo,

2.2,10.1. “Provs sgude”’. Ne Tabela IV, encontramos @ époce do ciclo em que ests prove foi



“realizada @ em que apds cateterismo e manutencio de uma veia anticubital, de pslo menos ums hors
antes do infcio da prova, foram colhidas amostras de sangue 5 minutos antes e durante 60 minutos, spbs
a administraco aguda de 26 ug de F.L.G. endoflebicamente {cada 5 minutos nos primeiros 30 e 8 seguir
cada 10 minutos, até o fim da prove, num total de 11 amostras).

2.2.10.2. "Prova piolongada ou crdnica”, realizada de 2 a 3 dias apds a “prova agudas”
{Tabela IV). Apbs os cuidados de menutenclo da veia anticubital, cateterizads, foram colhidas smostras,
15 minutos antes do infcio da infusfio crdnica de F.L.G. (100 ug dilufdos em 1000 mi de soluco salina
a 0,8%, durante 8 horas na velocidade de fluxo de 0,21 ug/minuto} no brago contra-latersl e colhendo-se
amostras hordrias, até o fim da infusfo, quando foram injetados, agudamente, 25 ug do hormdnio
liberador (F.L.G.}, obtendo-se a seguir amostras sangufneas cada 5 minutos nos 20 minutos iniciais e @
cada 10 minutos nos 40 minutos finais (total de 18 amostras).

2.2.11. Antigama globulina de coelho. Para a técnica de separagdo do complexo “’gonadotrofine
humana-antigonadotrofina humana'’ (Ag-Ab) da ‘‘gonadotrofina humana livre” (Ag} em
radioimunoensaio, utilizamos um segundo anticorpo, uma antigama globulina de coelhos, abtida em
carneiros, apbs 4-5 imunizagdes quinzenais com gama globulina total do sangue de coelhos emulsionadas
com adjuvante de Freund!10).

2.2.12. Polietilenoglicol 4000 (Sigma, E.U.A)). Utilizado no desenvolvimento do
radioimunoensaio como substituinte quimico do segundo anticorpo. Preparamos uma solucio de
PEG-4000 a 16% em 4gua destilada contendo 0,1% de gamaglobulina bovina.

2.2.13. F.L.G. ru fator hipotalimico de liberagio das gonadotrofinas'23:26:37) ¢ ym
decapeptidio sintético idéntico a6 hormdnio hipotalimico que ocorre naturalments e estimula a
liberagg@o das gonadotrofinas hipofisdrias, LH e FSH, sintetizado pelo Dr. ANDREW
SCHALLY!37.39.40.81) 1, poiyoeptide Research Laboratory, University of Tulane, New Orleans,
E.U.A.,, dilufdo em solugdo salina 0,9%, pH 5,6-6,2 em duas concentragBes, 25 ug/ml & 100 ug/2 mi,

sutoctavados a 1 atmosfera (110-120°C) por 20 minutos. O materisl foi guerdado em temperaturas
baixas, porém ndo inferior a 4°C.

3-METODOS
3.1 ~ Radiolodagio dos Hormdnioy

21.1 ~ lodegBio Enzimética

Executaram-se as rea¢des em pequenos tubos pldsticos descartéveis (11 x 68 mm) 3 tempersture
smbients, 03 reagentes sendo colocados na ordem saguints:

- 2,5 ug de LH ou FSH em 25 ul de tamplo fosfato 0,06 M pH 7,4
~ 30 ! de tamplo fosfsto 0,6 M pH 7.4
~ 600 a 1000 uCi de Na-* 2%} (1-3 ul)
..— 10 ug (FSH) e 20 ug (LH) de Lactoperoxidese (6 ug/ul)
~ 300 ng (FSH) ¢ 500 ng (LH) de H,0, (10 )
Agitsr 2 (FSH) ¢ B' (LH)

— 300 ng (FSH) ¢ BOO ng (L) de H;,0; (10ul)



Agitar 2 {FSH) e &' (LH)

— Interrompeu-se 8 reaclio por adicio de 500 ul de tampfo fosfato 0,06 M pH 7,6,

3.1.2 — lodaglio com Cloramine-T ‘p-Toluano Sulfonamida N-Monoclorada)

Este método baseia-se na técnica clissica de HUNTER e GREENWOOD''®! com reduclio de
quantidade de oxidante para 1 ug/ul de hormbdnio, sendo a reagio realizada em pequenos tubos plésticos
descantveis‘”-ao’. Os reagentes foram colocados na seqiidncia seguinte:

2,5 ug de LH ou FSH em 25 ui de tamp3o fosfato 0,06 M pH 7,4

25 ul de tamp3o fosfato 0,6 M pH 7,4

500 a 1000 uCi de Na-'251 (1-3 ul}

2,5 ug de Cloramina-T (1 ug/u) em tamp8o fosfato 0,05 M pH 7.4)

Agitar alguns segundos

25 ug de Metabissultito de sédio (5 ug/ul de tamp3o fosfato 0,056 M pH 7,4)

100 u! de plasma de Banco de Sangue.

3.2 - Caracterizagio do Hormdnio Marcado

Utilizou-se sempre uma aliquota da mistura de iodagSo para avaliar ‘as caracter(sticas
fisico-quimicas do hormbdnio marcado ou por meio da cromatoeletroforese em pape! (Whatmann 3MC,
tensJo de 20V, tempo de corrida de 1 hora, tampJo fosfato 0,01 M pH 7,6)(28 , ou por meio da prova
“teste de adsor¢3o ao talco™ 28,300 Apbs a corrida eletroforética determinaram-se os picos de
radioatividéede, o hormdnio indene permanecendo na origem e os componentes danificados
scompanhando a albumina humana corada com azul de bromofenol, usada como referéncia, & o 13%(
ndo reativo migrando bem 3 frente, em direcio ao dnodo. Na “prova de adsorgdo eo talco”, onde ums
aliquota do tubo de reacdo era dilufda em 2 mi de tampSo fosfato 0,05 M pH 7,4, o hormbnio indens
foi adsorvido por 200 mg de talco recoberto com 100 ul de plasma de Banco de Sangue. Apds complets
homogeneizacdo, o tubo foi centrifugado a 1500 g por 20 minutos e o sobrenadanté decantado, sendo
determinadas as radioatividades do sobrenadante e precipitado em contador gama de pogco ¢ a
porcentagem de hormdnio radioiodado indene (p;ocipitado).

3.3 = Purificaglio do HormBnio Marcado

Como no processo de marcaclo existem sempre fraghes marcadas danificadas @ iodo livrs,
qualquer que sejs 0 método empregado, torna-se necessério proceder-se 8 uma purificaclio prévia, antes
de so empregsr o hormdnio radioiodado, no radioimunoensaio, Utilizou-se, pars tal, uma coluna de
BioGel P-60 (100-200 mesh) de 20 x 1 cm, previamente entumescido em égus desionizada, preparade 24
horas entes da utilizecko e “recoberts” com 2 ml de BSA-PBS e 2% (tamplo fosfato 0,06 M pH 7,6
contendo 0,14 M de NaCl ¢ 2% de soro slbumina bovina} & “equilirada” com PBS, Coletaram-se ol .3tos
de 1 ml, em tubos contendo 50 ul de BSA-PBS ¢ 2%, com welocidede de fluxo de 3 mi/hore, no coletor
de fracBes LKB refrigerado. Alfquotas de cads eluato (5 a 10 ul) forem levades so contador game de
cintilagho (Sesrle Nuciesr) pera s identificaclo dos picos de radiostividede (Figuras2 o 3).



5.4 - Imunoensaio

Apbs a marcagfio e purificagio, as gonadotrofinas séricas foram quantificadas pele técnica de
radioimunoensaio, utilizando segundo anticorpo“o'n'am ou pelo PEG 4000'12:19) A pad.oniza¢io do
PEG 4000 (Polietilenoglicol 4000) como método de separagdo do complexo hormdnio-anti-hormdnio do
hormdnio livie mostrou que para uma solugdo de polietilenoglicol 2 16% contendo 0,1% de
gamaglobulina bovina, o volume ideal foi de 1 ml para 0,5ml de mistura de incubag3o. Para o
radioimunoensaio, a 100 ul de soro humano desconhecido ou quantidades conhecidas de padrSo
gonadotréfico (LER 907) adicionivamos 100 ul de anti-LH ou an.i-FSH, numa diluicfo suficiente para
ligar 26-45% das radioiodogonadotrofinas, na auséncia do hormodnio marcado. A todos os tubos
colocivamos 100 ul de tampdo BSA-PBS 0,01% (contendo EDTA se o método utilizado era do 22 Ab) e
incub&vamos por 24 horas a 4°C (a esta temperatura a energia de ligagdo do complexo Ag-Ab é bem
maior'®), e entdo eram colocados 100 ul de gonadotrofina-'3%1 (10000 cpm ou 50 pg do hormdnio
marcado). Realizava-se nova incubacio por 24 horas a 4°C e a seguir adiciondvamos 100 ul de uma
diluigdo adequada de antigama globulina de coetho (segundo anticorpo) ou 1 ml de uma solugio de PEG
4000 a 16% recoberto com 100ul de tamp3o fosfato 0,01 M pH 7,5 contendo 1% de soro alhumina
bovina. Quanda utiizdvamos o segundo anticorpo, era necessdrio uma terceira incubagdo a 4°C pur 24
horas, e os tubos eram centrifugados a 4°C por 30 minutos a 2000 q. A ligacdo antfgeno-anti-soro era
expressa em porcentagem da iadioatividade total recuperada no precipitado.

3.6 ~ Curvas Dose-Resposta para o Ensaio das Gonadotrofinas

No desenvolvimento da metodologia, foram feitas curvas-padrio tanto para LH como para FSH,
mantendo-se constante a coicentragio de padrdo: 0 a 1000 ng/ml para o LH e 0 a 1750 ng/mi para o
FSH (LER 907); a dituicdo do anti-soro foi de 1:25000 para o LH e 1:10000 para o FSH; o tempo de
incubacdo foi de 72 horas a 4°C, e o método de separacio o mesmo, ou 22 Ab ou PEG 4000. A G(nics
varidvel era o hormdnio radioativo obtido ou pela Cloramina-T ou pela lactoperoxidase, purificado em
coluna de BioGel P-60, com uma concentragio de “tragador” de 10000 cpm por 0,1 ml.

4 - RESULTADOS

4.1 - Radioiodagdo

Na Tabela 4, relativa ao FSH, observamos que o rendimento da marcagdo (porcentagem de *2 %1
incorporado & molécula protéica), pureza (porcentagem de hormdnio radioiodado indene avaliado pela
adsorclo 20 talco'28.39%) ¢ imunorreatividade (porcentagem de FSH-!25] figado o anti-soro) do
hormdnio marcado foi similar para os dois agentes oxidantes quando O tempo de exposicio &
lactoperoxidase foi de 15 minutos. A pureza, discratamente maior do hormbnio obtido com Cloramina-T
em contraposicdo & sua menor imunorreatividade, em relacSo 3 lactoperoxidase, § uma indicaclo de que
o hormBnio eparantements “puro” ers menos imunormtivo“”, apds Cloramina-T, do que o resultante
ds marcagSo enzimética.

Por outro lado, 8 reduclio do tempo de incubaclo do hormdnio “frio” com lactoperoxidase,
embors reduzisse o rendimento, resultou em produto com mailor purezs ¢ melhor imunorrestividade
(Figura 4),-

Ns Tabela Il e Figurs 4, referentes & radiciodscio do LH, nfo foram observadas
direrences importantes com o emprego quer ds Clorsmina-T quer da lasctoperoxidase, mesmo com’
reduclio do tempo de exposiclo a este Gitimo sgente oxidante, avalisndo-se os tris perbmetros
mencionados pers o FSH, em particular & imunorrestividade.



Tabele |

Radioiodaclo do Hormdnio Folfculo Estimulante Humano (hFSH)

Rendimento Provéve! Eficiincie apbs purificagho®**”
da Tempo de Ativ. espec.
DATA marcacio mcubaclo hormonal Adsorglio 20 LigsgBo com ex-
(%) ‘ {uCi/ug} talco cesso sntisoro
{200 myg) {1:1000)
Clor. Lac '
. . Clor.” Lsc. Clor. Lac. Cloram. Lacto. Cloram. Lactop
26/11 60 5% | 30" 16’ 120 100 78 68 18 26
2112 60 47 3%0” 100 60 80 8 70 18
18/01 [ T | 0" 185 80 76 [ ] 10 17
30/01 50 30" 8 106 100 60 79 . 18
13/02 50 30" 2 110 106 81 85 19 50
08M5 48 3 2 118 108 78 90 38

* % ug/ug FSH
** 6 ug/ug FSH

*** & do FSH-'7%1 indene




Tabela il

Radioiodacio do Hormbnio Luteinizants (LH)

Rendimento Eficiéncia apds purificaclio®**
da Tempo de Atividade (%)
DATA marcagio incubaglio especrt.ca
(%) (uCi/ug) Adsorgio so Ligagho com ex-
talco cesso Ab
{200 mg)
Clor. Lac :

. . Clof. Llesc. Clor. Lac Cloram. Lacto. Cloram, Lactop.

1502 61 60 30" 15 106 95 70 67 3 30
0605 62 68 0" 15 98 108 74 70 ' 32 32
02/08 58 50 30" 1o" 95 80 80 74 K )] 30
1507 66 42 30" & 100 80 78 81 30 36
1212 60 f4o 30" & 101 80 7% 84 M k7]
16/01 54 36 20" 5§ 9 80 80 ' 38

1 ug cloram. T/ug LH
10 ug Lactopmoxidese/ug LH
"er & do LHJ""



2.2 - Purificaglio do HormBnio Msrcado

As gonadotrofinas marcadas com lactoperoxidase e purificadas em BioGel P-60 apressntam doll
componentes radioativos, apbs a8 exclusSo inicial dos componentes danificados (Figura 2).
gonadotrofinas-! 23| purificadas, correspondentes a 2u% da radioatividade totul foram elufdas nas
fragSes 3-S5, coincidindo com o vclume de eluicio descrito por ANDREWS'2 33) . para FSH nllo
marcado. Nos eluatos 1 e 2 encontramos comnonentes de peso molecular maior (ngregados moleculares)
correspondentes 3s fracBes danificadas. Para uma melhor caracterizacSo do produto radioiodado, em
relagio 3 sua integridade molecular ¢ homogeneidade, os efluentes da coluna de BioGel P-80 eram
examinados por cromatoeletroforese em papel'2®), A fraglo 3, embara com maior porcantagem de
radioatividade, era entretanto a menos “pura” do que o aluato 4, para ambas as gonadotrofinas. Alids, s
fraco 4 foi utilizada para o radioimunoensaio.

O perfil de eluiclo das gonadotrofinas-'2*1 marcadas com Cloramina-T (Figura 3) diferia do
perfil cbtido com a lactoperoxidase (Figura2), sendo a incorporagio de '2*! ma'or para o primeiro
método. Com efeito, os eluatos 5 a 10 representando de 70 a 80% da radloatividade total, apbs a
marcagSo com lactoperoxidase, correspondiam ao 25| livra; as fragBes 7 a 14 ('?%1 livre), com a
Cloramina-T, representavam apenas 40 a 50% de radioatividade. Entretanto, a observacio das Figuras 2 ¢
3 mostra claramente a concentragdo do material de maior pureza, correspondendo ao hormdnio
radioativo indene, em menor nimero de eluatos da coluns com o material obtido por iodaglo
enzimética.

4.3 — Imunorreatividade do Hormbnio Marcado

A imunorreatividade do hormdnio marcado, determinada pela adicdo de excesso de anticorpo,
ou seja, diluicSo final de 1:100G (reacio ripida) ao sistema do anticorpo duplo ou PEG 4000, mostrou
ser a fragio 4, obtida da colina de exclusdo molecular de BioGel P-80, a melhor para o
radioimunoensaio (Tabela 111). En:retanto, pudemos observar que a imunorreatividade era sempre maior
com o produto obtido com a Iuctopevoxldau As gomdotroﬁnas—'" | purificadas foram dilufdas pars
uma concentragio de 500 pglml 9) o guardadas a 4°C em solugo tamplio contendo foresin (adsorver
125} |iberado durante a estocagem). As solugBes diluidas de hormdnio radioiodado diminuem o dano
causado por congelagio e consequente perds da sensibilidade ds curva-padrfo. Assim, observamos cercs
de 10% da perds da integridads molecylar (adsorclio so talco ou cromatoeletroforese] ¢ 20% na
imunorreatividade apbds 15 diss de marcaclo enzimiética. Por outro lado, quando pertimos com o
hormdnio obtido com Clorsmina-T, houve uma perda de cerca de 26% na integridade moleculsr @ 33%
ne imunorreatividade apds 7 dias de marcaciio.

Tabela i1

Imunorrestividede das Gonsdotrofines-' %] Elufdas da Colune de Biogel P-60,
Apbs Marcagio pels Cloramine-T ¢ Lactoperoxidase

LIGAGAO COM EXCESSO DE ANTI-SORO (%)

" FRAGOES LH ESH

Clorsmine T Lactoperox, Clorsmine-T Lactoperox.

3 20 M 16 k)]

4 28 48 19 49
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A.4. — Métodos de Seperaglio do Hormbnio Radicetivo NSo Reativo

Utilizandose como técnica de separaco o segundo anticorpo, amlpmn globulina de
coelho!28.30) , obtivemos curvas-padrSo sensiveis, embora a precnlo rdo slangasss Indices tho bons, Ao
mtroduzlrmos o método, utilizando polietilenoglicol 4000''2! recoberto com soro atbumina bovina ¢
1%, os resultados se uniformizaram, proporcionando sensibilidade e precisfo equivalentes (Figurs 7).
Fez-se necessério estabelecer a concentraclo Otima de PEG 4000 a ser utilizade, notando-se que hé
necessidade de uma concentrago minima para a completa precipitaglo do complexo Ag-Ab
{Tabela XVI1), concentracdo esta que foi de 16% m/v. Por outro lado, nfio houve aumento considerfvel
de radioatividade no precipitado quando aumentamos a concentracdo scims de 20% m/v. Observa-se na
Tabela XVII que o volume ideal de PEG 4000 foi de 1 ml, ou seja, o dobwo do volume de incubaglo do
radioimunoensaio,

4.5 — Curvas Dose-Resposta pers o Radicimunoenssio

"Na Figura 5, indicamos as curvas-padr3o de FSH e LH usando como tracadores LH-12%) o
FSH-125), preparados pelo método da Cloramina-T e lactoperoxidase. Notamos que, em ambos 08
casos, a curva obtida.com o hormdnio radiciodado enzimaticamente era mais sensfvel” e também
mais precisa”’, indicando a melhor qualidade do tracador.

Por outro lado, a curva padrdo obtida com Cloramina-T, revelou-se menos sensivel, nfo
permitindo discriminar quantidades pequenas de hormdnio (parte inicial da curva), enquanto que n
precis3o pode ser considerada razosvel para o LH e ndo para o FSH (Figura 5).

4.8 ~ Fisiologia

A observac3o das Tabelas V e VI mostrou que na fase folicular os niveis de LH e FSH sobem
progressivamente, atingindo o pico médio aos 15 e 20 minutos, respectivamente, apés a injecdo do fator
fiberador das gonadotrofinas (FLG). Na fase lGtea, embora o3 niveis basais ndo sejam diferentes, »
resposta foi mais intensa para os dois hormbnios gonadotréficos, sendo atingido o pico médio aos 30
minutos para o LH e a0s 25 minutos para o FSH. A comparagdo das respostas de LH nas fases lGtea @
folicular (Tabelas IX e XIV) mostrou, como jé previamos, valores significativamente mais elevados do
pico, bem como dos incrementos miximos, porcentual relativo e drea total de secregdo, na fase iGtes
relativamente 3 foliculai. Por outro lado, a resposta do FSH (Tabelas X e XV) sérico 3 injec3o aguda do
fator liberador, foi maior cuanto ao valor do pico, entretanto quando este acme era corrigido pelo valor
besal, significativamente mais elevado na fase IGtea, os incrementos mdximo e relativo ndo foram
significativamente diferentes nas duas fases do ciclo menstrual, bem como a 4res secrerbria acima do
valor basal.

Quanto 3 infusSo “crdnica” do F.L.G.!7' (Tabelas Vi1 @ VII)) observamos uma elevasio
progressiva dos niveis de LH até a quarta hora da infusfio e qued) nas duas amostras subssquentes (sexta
¢ Oitave horas), o mesmo observando-se em relacio so FSH (Tabela VHH). Entretanto, 3 injeclio de ume
dosa de 259 do liberador, 80 término da infuslio prolongads, os niveis quer de LH quer de FSH se
eleversm intentamaents, stingindo valores iguais ou superiores sos maiores valores obtidos na “‘prova
crbnica”. Tal situscSo foi observads nas duas fases do ciclo menstrual,

Na_que diz respeito ) svaliscBo da mpc‘nu do LH sérico, duante s infuslio “crbnics” do
F.LG. {Tabelss X) @ XVi), nfo houve diferencas significativas em nenhum dos perBmetros snelisados.
Entretanto, 8 anélise da resposts do FSH (Tabelss X1l 8 XV) mostrou que embors os nivels baseis de

) mmummmommammmhmmm;””
(**} Precisio: definids pels capacideds de medic concentreobes slevades do hormbnio
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Tabela IV

Dias do Ciclo Menstrual em que Foram Feitas as “‘Provas Agudas e Prolongadas’’
{Crdnicas) de LiberacBo Induzida do LH e FSH Hipofisdrios

MULHERES
NORMAIS
NORMAIS

IDADE
(ANOS)
(ANQS)

27,0
6,0

PROVAS

DURACAQ
DO AGUDA PROLONGADA
CICLO DIAS DO CICLO
31 8 23° 19° 252
29 g 190 100 21¢
30 99 200 110 22¢
27 8° 200 8° 23°
26 6° 200 9° 240
25 50 200 8° 220
35 100 240 120 26°
28 6° 199 a° 220
28,8 7.3 20,6 8,6 23,1
3,2 1.8 18 1,6 1,7
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Tabele Vi

Respostas do LH ¢ ESH Sericos 4 Infuso Agude de F.L.G. na Fase LGtes do Ciclo Menstrusi

LH ing/mi FSH {ng/mi)

Temeo - o L3 10" 15 20 25 30° 40° S0° 60 -5 0 LY 10 15 20° 28 X 40’ 50° 80’
Paciente .
G.F. 40 20 100 192 340 396 424 692 484 508 396 246 239 246 249 316 a2 09 523 558 638 658
LGA N5 NS M 246 412 560 472 494 412 355 2486 333 410 488 558 - 709 863 888 6817 842 768 888
NAS 54 54 74 39 590 680 680 70 680 680 650 386 414 414 400 431 581 579 688 667 758 688
MPS 8 50 62 1650 S48 548 618 642 642 594 482 - 477 496 533 617 §76 645 8687 680 702 582
MJ4S 3B 0 50 70 156 184 23 208 191 198 156 407 ar 424 603 593 702 744 686 658 670 a
MLA 20 14 34 95 115 ki) 133 133 117 99 80 351 344 407 491 624 688 737 631 8714 596 5268
T.ZV. 12 16 % 7 80 108 116 95 80 72 52 302 337 509 649 842 842 786 800 688 688 705
J4CC S0 4 15 189 334 296 awn 272 205 205 141 449 544 a9 670 754 726 754 670 670 642 628
Midias M6 337 635 1673 3219 W16 3660 4054 3506 338,8 2754 3534 3930 4346 5191 6108 6723 7053 6879 6580,7 6828 63C8B
ts 142 155 221 928 1929 2187 2157 2584 2367 2320 2134 679 926 866 1396 1704 1484 121,2 1000 814 594 13727




21

gonadotrofina fossem significativamente menores na fase folicular, nSo houve diferenca quanto ao valor
do nico, nem em relag3o ao incremento méiximo, 0 que ndo se observou com o incremento porcentual
que, como era de se esperar, foi significativamente maior na fase l0tea.

Quanto 3 injecdo aguda de 25 ug, ao término da infusdo “crdnica”, de fator liberador (Tabelas
Vii e VIHI)}, a avaliacdu da resposta do LH sérico (Tabelas XIV e XVI) nfo mostrou diferenca marcante
entre as fases folicular e litea, em nenhum dos pardmetros anafisados, ao contririo do que se havia
observado na infusio aguda simples. Do mesmo modo, a resposta do FSH sérico A infusfo “aguda
pbs-crdnica” ndo mostrou diferengas significativas, em nenhum dos pardmetros estudados, entre as fases
folicular e lGtea.

A comparagdo entre a prova “aguda” e °la mesma apds a infusio “prolongada” do F.L.G.
{Tabelas V a VHI e XIH a XVI), mostrou que relutivamente aos valores de LH sérico, como era de
esperar, os nfveis basais e os pic1s foram mais elevados ap6s infusdo cronica do fator de liberagio na
fase folicular, Os demais parametros da Tabela XVI faram avaliados para a prova aguda pOs-cronica,
considerando-se como t = 0 os 480 minutos e os valores individuais subtrafdos desse resultado, Nestas
condigBes, observou-se que 0 tempo em que se atingiu o acme foi menor na infusio aguda pds-crdnica
(tm!dio = 17,1 minutos) em relacdo & aguda (tm“io = 30,0 minutos); o incremento méximo foi
significativamente maior apbs a infusdo cronica, em relagjo a prova aguda isolada; o incremento
porcentual relativo aprésentou resposta contraria, ou seja, maior na infusdo aguda pds-cronica; a drea de
secrecdo foi significantemente maior na ‘‘prova aguda pds-cronica’’.

A mesma anélise para os niveis de FSH sérico, na fase folicular, mostrou 3 semethanga do LH,
valores mais elevados do basal (t = 480 minutos) e do acme pds-infusional, na prova aguda pés-cronica,
em relagdo & prova aguda. Com as corregdes acima mencicnadas, verificou-se (Tabelas X, X''I e XVI)
que O tempo para atingir 0 valor maximo era também mais precoce na prova agudez pds-cranica (tm‘ dio
= 15,0 minutos}); do que na prova aguda isolada {t ... = 26,3 minutos); o incremento miximo
também era maior apds infusdo cronica e este mesmo incremento, relativamente ao valor basal (A %) era
praticamente 0 mesmo nas duas provas. A 4rea secretéria média também era maior na fase aguda
pos-cronica, mas a diferenca com a prova aguda foi no entanto, de significancia limiar (”t"ob,"vado =
2128 "1"0,05 =2,160).

Finalmente, a comparac¢do entre as duas infusdes agudas do fator liberador, precedidas ou ndo
da infusdo prolongada, mostrou na fase latea que em relagdo ao LH, como j4 indicado e esperado, o
basal . o pico fnram significativamente maiores apds a infusfo crdnica; o0 tempo para se atingir o acme
foi maior na infusdo aguda simples (t_ sdio 25,6 minutos) do que na prova aguda pés-cranica (tm sdio
= 12,9 minutos) para t, correspondente a 480 minutos; os incrementos maximo absoluto e relativo
porcentual bem como a drea secretdria foram significantemente maiores na infusdo aguda isolada.

Quanto a0 FSH, apenas o valor basal e o tempo médio (16,4 minutos na prova aguda
pbs-crdnica e 35 minutos na aguda isolada) foram significativamente diferentes na comparag3o da infuslo
aguda e aguda pbs-crdnica. Os demais pardmetros nao foram estatisticamente diferentes (Tabetas X, XIlI
8 XV).

6 - DISCUSSAO

Comparando-se s caracter(mcas ffsico-quimicas e imunoqufmicas das gonadotrofinas-'2%}
preperadas pelo método enzimético 128,44} 5 ag obtidas pela técnica cldssica de Cloramina-T!3:28.30)
{imodificads pels reduclo da quantidade de ogenlo oxidante, de 10 ug/ug de hormdnio 5! pars 1
ynlyu“‘ ) ¢ reslizando o reaglo 3 temperaturs de 4°C, com atividade especifica tebrica ao recior de 100
pCi/ug) mostramos serem s obtides pelo primairo método como apresentando methor
imunorrestividade. No caso do FSH, vimos ser importants o te de exposicio d lsctoperoxidase,
stivads pels dgus oxigenads, e optamos pelo tempo ue 2 minutos?9), 0 tempo de exposiclio pars o LH
wfo apresentou tantos problemaes, mostrando ser este molécula mais resistente d oxidaclio, ¢ escolhamns



Respostas do LH Sérico & Infusio Crdnica + Aguda do F.L.G. na Fase Folicular do Ciclo Menstrual

Tabela Vila

LH {ng/mi}
Tempo .
] -1 O v 60 120 180° 240° 360 480 485 490° 496’ 600’ 510" 620 630" 540’
Paciente .
LGA 23 28 - 122 12 aan 332 206 200 443 448 287 348 326 320 274 273
NAS. 35 41 - 132 549 750 726 725 511 625 726 750 700 750 725 700 6580
MPS 43 80 - 17 412 680 792 874 n2 833 792 874 915 792 70 7no 680
MLS. 43 Nn - 268 704 704 892 676 667 620 760 748 732 676 620 620 487
MLA 42 2 - 34 295 3N 855 541 498 337 565 710 782 565 513 401 401
T.ZV. 57 62 - M 634 833 1000 878 841 834 834 834 933 812 769 641 706
JCC 50 9 - 308 681 760 700 880 608 681 760 662 681 662 662 624 726
Midies 419 396 — 2331 4839 6241 7567 6829 576,7 624,7 697,7 709.3 727,3 €54,7 6170 5761 536
s 108 148 - 1020 221,t 2555 2133 2459 2040 1854 1390 159,11 1846 1679 1552 1649 1614

zz



Respustas do FSH Sérico & Infusdio Cronica « Aguda do F.L.G. na Fase Foliculer do Ciclo Menstrusl

Tabela VIib

FSH (ng/mi) :

i

Tempo |
. -1%’ o 60 120 180° 240" 360 480 485’ 490° 495 500 510° 520' 530° 540' |
LG.A 400 400 589 1014 1473 1540 1400 800 1540 1684 1400 1112 1400 1400 1112 1473
N.AS. 457 467 488 688 72 1263 1001 908 1123 1263 - 1333 1263 1193 1122 1228 l
M.P.S. 354 456 428 428 456 1228 1000 842 1158 1999 1228 1168 1000 1298 842 772 |
M.JS 175 298 288 456 589 688 660 414 965 702 €31 484 512 498 568 498 '
M.LA. 337 281 337 460 4N 519 775 635 705 782 765 768 772 737 667 670 |
T.2V. 263 526 656 1572 1572 1424 1256 876 1256 1466 1382 1572 1572 1256 1382 1466 ;
J.CC 246 337 660 870 793 891 912 561 870 870 849 937 B70 849 891 870 |
: .

Médias 318,90 3950 4923 7840 8780 10790 10006 7194 10881 1252,3 10425 10520 10556 10330 9406 996,7 [
E 3 | 969 030 1496 4143 4593 3850 2580 1858 2733 4933 3350 3607 3746 3386 283,7 3921 J




Tabela Villa

Respostes do LH Séricod tnfusio Crdnica + Aguda do F.L.G. na Fewe Litea do Ciclo Menstrual

L ng/mh

Tempo

-15* o &0 1200 180° 240° 3IB0' 480° 485’ 490° 495’ 500° 65100 520 S30° 540°
Paciente X
LGA 27 n 170 290 - 460 190 200 168 250 280 400 314 342 260 192
NAS 35 38 170 876 14 938 690 365 384 570 -618 594 504 526 422 306
MPS. 3B 3 150 236 390 467 448 436 466 620 704 696 410 467 448 429
MJS. 2 40 148 o602 008 1056 95 592 692 568 556 668 548 484 572 568
MLA, ” 23 49 453 491 387 299 620 1056 968 1156 968 772 772 620 284
T.ZV. 18 ) 167 641 790 727 812 47% 597 812 794 663 641 458 424 376
J4GC 27 25

51 334 547 489 334 281 418 547 - 518 432 320 320 272

Midiss 280 290 1306 5014, 6400 6463 6327 424,1 5401 619,3 6770 6439 65173 4813 4330 3'46,4
ts 82 0 566 2370 1966 2640 2889 1546 2816 2256 2867 176,3 1535 148,7 12723 1237




Tabels Vilib

Respostas do FSH Sérico A infuslo Crdnica + Aguda do F.L.G. na Fase L(tea do Ciclo Menstrual

FSH (ng/mi)
Tempo
-15 o oo’ 120 180" 2400 360 480° 485’ 490"  495° 500° 610 8200 65307 540°

Pacients

LGA 22 239 431 477 498 754 589 442 709 695 610 723 982 842 842 842

NAS. 250 270 723 861 - 932 1052 491 695 614 596 6§79 526 491 579 401

MPS s 419 965 1245 1473 1403 1403 828 1300 1403 1789 1473 840 813 777 603

MJS 358 388 7%8 1087 1316 1123 947 667 912 912 983 1017 842 807 737 667

MILA. 263 370 288 386 530 842 912 530 754 982 1052 877 209 830 807 581

T2ZV. 248 M8 581 1056 1340 1298 1340 932 1130 1340 1258 1288 1256 1298 1172 -

CC 20 263 283 281 458 687 596 281 626 624 596 631 526 509 526 466

Midies 2773 2090 5699 7704 9355 1602,7 9770 5959 8609 9386 983,1 9426 640,17 8129 777, 6033

s 632 2723 2008 3848 4864 2790 314 2273 2714 3274 4 3403 2666 2726 210,1 1394




Tabela IX

Awsliagio da Resposta do LH Sérico 4 infusdo Aguda de F.L.G. nas Duas Fases do Cicko Menstrual

FASE FOLICULAR

P1CO Incremento  Incremento Area PICO Incremente  Incrzmento Area

Paciente Basal méximo A Relativo {ng/mi x Basal — maximo -3 Relativo  {rg/mi x

{ng/ml)  Valor Tempo {ng/mi) A %) min~!) {ng/ml)  Valor Tempo {ng/ml} (& %) min~})

(ng/ml)  (minutc+) (ng/mi}  {minutos)

G.F. 575 180 40 122,5 213 1475 30 692 30 662 2207 11645
LG.A. 275 106 30 78,5 285 1420 378 560 20 522,5 1393 13C25
N.AS. 54 180 25 126 233 2820 54 7iU 30 656 1215 12955
MPS 375 123 25 85,5 228 2495 39 642 30 603 1546 137325
MJS. 15 70 30 55 367 8172,5 K2 213 25 176 526 3957,8
MLA 23 46 40 23 100 597,5 17 133 0 116 682 3120
T.ZV. 225 75 30 47,5 173 11125 14 116 25 102 729 25225
JCcC K *) 181 20 142 364 2930 46,5 34 15 2872.5 618 71582,5
Média 35,1 1201 30,0 85.0 2454 1792,5 34,0 425,0 25,6 3910 1114,6 8513,8
g 149 549 74 42,3 2.3 an.e 13.6 264,1 56 245,2 586,0 4850,8

114



Tabelo X

Awliacio da Resposta do FSH Sérico 3 Infusio Aguda de F.LG. nas Duas Fases do Ciclo Menstrual

FASE FOLICULAR - FASE LUTEA
PICO Incremento  Incremento Area PICO Incremento  Incremento  Ares
Paciente Bamt miximo & Relativo {ng/ml x Basal méximo & Relativo  (ng/ml x
(ng/ml} Valor Tempo {ng/mi) (A %) min~1) {ng/ml} Valor Tempo (ng/mi) (A %) min~!')
{ng/ml}  (minutos) {ng/ml}  (minutos)
G.F. 2225 388 15 163,5 73 3890 2425 656 60 413,56 17 1715
LGA 265 533 40 268 101 44975 371,56 888 25 516,5 139 6282,5
N.AS. 4205 589 30 168,5 40 29775 400 758 50 358 00 3136
MP.S 319 674 2 355 m 6782,5 477 702 50 225 47 5645
MJLS. 3495 442 20 92,5 26 1667,5 393 744 25 351 12402,5
MLA 245 586 30 n 139 5130 3475 737 25 389,5 112 9065
T.ZV. 326 905 0 579 178 16117,5 3195 842 20 . S5 164 11476
GG 333 386 25 53 16 221% 4965 754 25 257, 52 7072,
Nidia 3101 5626 26,3 2526 85,5 6284,7 3809 760,1 35,0 379,2 108,0 7009,4

ts 639 1727 79 1714 87.2 4298,6 82,2 73,8 15,6 107,2 47,2 37583,5




Tabela XI

Awliagio da Reposta do LH Sérico & Infuslio Crdnica (0—480') do F.L.G. nas Duas Feses do Ciclo Menstrual

FASE FOLICULAR FASE LUTEA

. PICO Incremnento  Incremento Ares PICO Incremento  Incremento Ares
Pacienta  Bamal méximo A Relativo  (ng/ml x Basal méximo A  Relativo {ng/mi x

(ng/m) Valor Tempo (ng/mi) (A% ~ min™) {ng/mi)  Valor Tempo {ng/mi) (A %) min~!)

(ng/ml) {minutos) {ng/ml)  (minutoy)

LGA 245 332 240 307.5 1255 41250 27 460 240 433 16804 78330

N.AS 33 780 180 M2 1874 174150 36,6 938 240 910,5 2470 200190

MPS 48,5 a74 360 8275 1780 165480 2,5 467 240 4375 1483 76110

MJLS 7 892 240 8585 2311 170130 36 1056 240 1020 2833 238110

MLA ki 855 240 824 2685 138129 25 491 180 466 1864 98870

T.ZV. 595 1000 240 840.,5 1681 181860 23 812 360 789 3430 167610

JdCC 48,5 880 360 831,65 1714 190020 26 547 180 521 2004 130860
Midias 40,7 7976 2657 7569 1881.,8 151572,9 29,0 681,86 240,0 852,86 2241,1 1415829
ts "2 2179 680 .2091 - 487,0 51308,1 83 249,2 80,0 248,7 7088 8267.9




Tabela X1

Awsliscio ds Reposts do FSH Sérico 2 Infusio Cronica (0—480°') do F.L.G. nas Duas Fases do Ciclo Menstrual

FASE FOLICULAR FASE LUTEA
PMco incremento  Incremento Area PICO Incremento  Incremento Area
Pacents Baml méximo A Relativo-  (ng/m! x Basal méximo & Relativo {ng/mi x
{ng/ml)  Valor Tempo (ng/mi) (A %) min~!) (ng/ml} Valor Tempo (ng/ml) (A% min™!)
{ng/ml) {minutos) (ng/ml)  (minutos)
MJS. 2385 688 240 4515 191 83400 372 1316 180 944 254 278580
LGA 4000 1540 240 1140 285 263160 239 754 240 515 215 203150
N.AS. 4615 1263 240 801,5 174 89160 260 1052 360 792 305 96630
MPS 4050 1228 240 823 203 83340 397 1473 180 1076 2N 213870
MILA 309,0 775 360 466 151 43680 266,5 912 360 645,5 242 105360
T.ZV. 3945 1572 180 11725 298 238740 246 1340 360 1094 445 235620
J.CC 2915 212 360 620,5 213 157260 236,5 667 240 430,5 182 85740
Médias 3569 1139,7 265,7 782,9 216,4 136962,9 288,17 1073.0 2740 785,3 2734 174150,0
s 79.2 355,7 630 ' 2049 55,2 '85075,9 67,1 3120 84,0 265,7 85,2 77100,0




Tabela X1

Awlisglo da Reposta do FSH Sérico 4 Infusio ""Aguda-P&s-Crdnica’’ do F.L.G. (480°'—540°) nas Duas Fases do Ciclo Menstrual

FASE FOLICULAR FASE LUTEA
PICO Incremento  Incremento Area PICO incremento  Incremento Area
Pacients 82 ——————— miximo A Relativo  (ng/mi x Basal miximo A  Relativo (ng/mi x
(ng/ml) Valor Tempo {ng/mi) (A% min~!) (ng/ml) Valor Tempo  (ng/mi) (%) min~'}
{ng/mi} {minutos) (ng/ml)  (minutos)
MJS. 1414 9685 485 5§51 133 7065 667 1017 500 350 52 10E05
LG.A 800 1684 490 884 m 11750 442 982 510 540 122 8947,5
NAS. 908 1333 800 428 47 7252,% 491 695 485 204 42 4050
MPS. 842 1999 490 1167 137 16055 828 1789 495 261 116 10052,5
MILA 635 782 490 147 23 4567, 530 10562 495 522 28 18377,
T.2V. 876 1672 610 696 78 13670 932 1340 490 408 4 8470
J.CC 561 937 $00 376 67 8895 281 631 500 . 350 128 98456
Midias N4 13246 4950 ° 605, 85,3 - 98943 5959 10723 4964 476,48 85,6 10046,8
ts 185,8 450,8 8,7 338,7 435 4083,1 2273 3946 8,0 2421 38,1 4267,7




Tabels X1V

Awliaclo da Reposta do LH Sérico & Infusio ‘‘Aguda-Pds-Crénica’’ do F.L.G. (480'—540') nas Duas Fases do Ciclo Menstrual

FASE FOLICULAR FASE LUTEA
fICO Incremento Incremento Area PiCO incremento  Incremento Ares

Paciente Basal méximo A Relativo:  {ng/m! x Basal méximo A Relativo {ng/mi x

(ng/mi) Valor Tempo {ng/mi) (A%) min~!) {ng/ml)  Valor Tempo {ng/mi) (A %) min!)

(ng/mi} (minutos) {ng/ml) (minutos)

LGA. 200 448 490 248 124 5850 200 400 500 200 100 5270
N.AS 511 750 510 239 47 12697,5 365 618 495 253 69 61725

MPS n2 915 500 203 29 131475 436 704 495 268 82 7455

MJLS 667 760 490 a3 14 10772,5 592 692 485 100 17 5150

MLA 498 782 500 284 87 10495 620 1156 495 536 86 11350

T.ZV. 841 933 500 92 1 6450 475 812 490 337 n 7815
J.CC 608 760 490 152 25 9482,5 281 547 480 266 85 11037,5
Médias $76,7 7640 4971 187,3 . 439 9842,1 4241 7041 4929 280,0 7.4 7750,0
ts 2040 1590 7.6 ) 76,7 39,1 - 2826,8 154,6 238,3 4,9 134,6 27,8 25579

e



Tebale XV
Comperacic des Respostas do FSH Sérico ds InfusBes Agudes e Crdnicss do F.L.G.

PICO INCREMENTO  INCREMENTO AREA
BASAL MAXIMO & RELATIVO {ng/m) x
PROVA {ng/mi) VALOR TEMPO {ng/mi) A % min"t)
. lng/mi) {min) ]
AGUDA =270 589 178 2,347 1,197 1,107
(tane blmh -
tz'in-n s s NS NS’ NS NS
CcRONICA 1*=3,258 0.675 0,200 0,030 2,539 1,000
{tame 'olumh -
=2447
""‘ﬁan : s NS NS NS s NS
AGUDA-POS- t*= 232 1,178 0,260 0,679 0,011 0,032
CRONICA
(tass hllwh -
2,447
{17--7) NS NS NS NS NS NS
Aguia w. Aguds- t° = 5,550 4210 2614 2489 0,008 2,128
Poe-Crdnica -
tﬁ-huam
=2,180 . ,
2% a1 = s s s s NS NS’
Agxis w. Aguds- t*= 2370 2,062 2953 0,982 . 1,017 1.4
Pbe-Crinica .
(l- Motma)
=2,180
R =n s NS s - NS NS NS

. e'-"r'ouuo.- ® = ‘v permdo; t = ‘4" nfo pwreado; S = diferenca significstiva; NS = diferenca nlo sipnificstiva; NS’ = significincis
Nimiwole. ’

L4




Tabels XV1
Comparaglio das Respostas do LH Sérico 3s Infusdes Agudas e Cronicas do F.LG.

PICO INCREMENTO  INCREMENTO AREA
BASAL MAXIMO A RELATIVQ {ng/ml x
PROVA (ng/mi) - VALOR TEMPO {ng/mi) a % min~')
{ng/mi) {min.}
AGUDA t*=0,219 3,983 1,986 3,951 4,043 4,437
(fase folicular v, '
Witea) .
Bas =265 :
=g NS s NS s (3 (3
CRONICA t*=2,180 1148 0,660 1,065 1,155 0,468
{fase folicular w.
Wotem)
B s =207
n=7) NS NS NS NS NS NS
AGUDA-POS 1°=2,2342 9,788 1441 2,084 2,273 1,504
CRONICA
{fase folicular va.
Kitea)
Qos =247
n=7) NS NS NS NS NS
Aguds w. Aguds- " =7,008 6,340 3,387 3,140 5,679 7,206
Pis-Crdnics .
{tase folicular)
s =2.160
n=8:n =7 S s s S S s
Aguds w. Aguda- t* =6,652 2185 4,705 1,105 5,036 0,388
P6-Crdnics
(tase WGtea!
=2,160
%% =) s s s NS s NS




Tabels XVII

SeparscSo da Gonadotrofina Liwe do Complexo

Gonadotrofina-Anti-Gonadotrofina*

% da radiostividade total
Concentraclo do Volume do
Tubos PEG 4000 (g/100 mi) PEG (mi) lipada 80 excesso
de antisoro

N** 5 0,5 20
B,*** 5 06 120

N 5 10 25
B, 5 10 130

N 5 20 25

B, 5 20 15,0

N 10 05 25

B, 10 0,5 180

N 10 1.0 2,5

B, 10 10 185.

N 10 2,0 20

B, 10 20 18,0

N 18 05 50

B, 18 05 '36,0

N 18 10 5,0

B, 18 10 450

N 18 20 5.0

B, 18 20 T 440

N % 0,6 70
B, 25 0,5 41,0

N 25 1,0 X

B, 25 1,0 460

N 26 2,0 76

B 25 20 450

volume de incubsBes do radloimunoensalo =0,6 mi
contagens nlio especificss (LH-12%) ligedo so PEG 4000)

contagens da fracho de LH-'2%) ligeds 20 snt-LH, na susincia de LH frio (Ag-Ab pipetado peio

PEG 4000).




Tabela XVIN

Comparsclio des Aress Secretirias de Ganedotrofines Libersdes epds es
“Proves Agudas isoladas’” com es “Provas Agudes Pds-Crinices

PROVAS AREA (ng/mi x min'}

{(25pugde F.LG.} LH FSH
Agude isolads s " obrido = 0398 " obtido = 1411
Agude pds-cronica

“LUTEA” NS* NS
_ Aguda isolads " obiido = 0,657 " peido = 1373
“LUTEA” vs. Aguds
pOs-crdnics
“FOLICULAR"” NS NS
Aguda isolada “t” obyigo = 5838 "t ootigo — 2140
“FOLICULAR” .
Aguds pbs-cronics
"LOTEA" gee SLe*®
Agude  iolds  w. ¥ obrige = 71208 "Vebzido = 4128
Aguda pbs-crdnics .
“FOLICULAR” ] SL

Prows “t”" nBo parsedo — "1, 4,1co = 2,160

* NS = nlo significativo

* g = gignificativo

s** 3L = significinsle Homis:.
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o tempo de 6 minutos que foi o que induziu menor instabilidade molecular durante a incubagfo do
radioimunoensaio. Por outro lado, diminuindo a quantidade de inibidor enzimético, ou seja, quando nfo
interrompemos a reacdo por diluicdo, obtivemos curvas dose-resposta mais sensfveis, mas havendo perds
de precisdo, resultante da superiodagdo.

Quanto ao sistema usado para a purificagdc das gonadotrofinas radiciodadas, pudemos notar
que a separacio dos radio-hormdnios indenes dos componentes danificados @ 12%| fivre n8o reativo, em
coluna de BioGel P-60, se revelou um bom método de purificagdo, pelo fato de apenas necessitarmos
gonadotrofinas'“l imunorreativas sem a obrigatoriedade de completa conservagio da integridadv
molecular, em virtude da técnica empregada na separagdo das formas livres e ligadas do radio-hormdnio.

Para a técnica de separagdo do hormonio livre daquele ligado ao anti-soro especifico, utilizamos
o método de precipitagio do complexo Ag-Ab, por meio da substdncia quimica {PEG 4000) ou por
meio de produto biol6gico (antigama globufina de coelho preparada em carneiros). Nas amostras
quantificadas por meio de leitura em curvas padrdo de gonadotrofinas (Fighra 7) notamos que os
resultados foram aproximados para os valores baixos (basais) porém mais elevados para os valores altos,
quando utilizamos o segundo anticorpo, em comparagio com o PEG. De qualquer maneira, a utilizacfo
do PEG 4000 ou do segundo anticorpo, como método de separacdo das fracBes ligadas daquelas livres,
ndo exige alta porcentagem de pureza do hormdnio marcado, ao contririo das técnicas adsortivas do
hormbonio livre ndo reaiivomn, em que hd necessidade de gque a fracdo ndo adsorvida se constitua em
propor¢3o predominante do complexo antigeno-anticorpo que n3o é discriminado do componente
danificado. Assim sendo, estd explicada a substituicdo da purificagdo do radio-hormadnio no sistema
duplo gel de amido e Sephadex(ao), por uma (nica, em coluna de BioGel P- 60(29) as fracdes obtidas a
partir do pico de radioatividade (eluatos 3 a 5) mantém a imunorreatividade adequada, frente ao
anti-soro.

Apbs o preparo das gonadotrofinas- '%%) elas foram utilizadas no radioimunoensaio, e assim
pudemos obter os valores de LH e FSH séricos, em oito mulheres normais, apds estimulo com as duas
doses do fator liberador (FLG)“G'”).

Quanto 3 responsividade ao FLG (Figura 8) aceita-se, atua'mente, ser a interac3o dos esterdides
sexuais com o fator liberador das gcnadotrofinas como determinantes da requlagdo da secrecdo de LH e
FSH hipofisérios'15'36'38'39'49’. As respostas a0 FLG foram diferentes durante o ciclo menstrual,
sendo maiores na fase lGtea e menores na folicular, Esta diferenca na respota, supde-se ser devida 3 acdo
dos esterbides gonadais circulantes sobre a hipdfise. Com efeito, as concentragdes médias de estradiol
(E;) e progesterona est8o por volta de 70 pg/ml e 0,50 pg/ml na metade da primeira fasz e 112 pg/ml @
4,33 ng/mi na metade da segunda fase, respectivamente (dados ndo publicados). Assim, a resposta do LH
sérico & infusfo aguda do fator liturador das gonadotrofinas (25 ug) foi maior na fase lGtea do ciclo
menstrual, por todos os parametros estatisticos analisado:. Smbora os valores médios de FSH sérico
fossem mais elevados também na fase lGtea, as duferencas nifo foram estatisticamente significativas, nas
duas fases do ciclo menstrual (Tabelas XV e XVI)

A maior responsividade ao FLG, na prova aguda, na metade da fase l(itea, em compara¢do com

8 da fase follcular relativamente 3s gonadotrofinas séricas, se deve provavelmente ao efeito modulador
dos nfveis mais elevados de progesterona na sensibilidade da pnunjrla a0 fator liberador, na presenca de
estradiol em valores pouco maiores do que na fase folu:ular""6 Uma outra explicago para a resposta
hipofisdria mais iniensa a0 FLG, nSo excluindo necessariamente a anterior, seris de que a secre¢do do
fator liberador ¢nddgeno sendo muito baixa na fase latea do ciclo normal (embora presents e contimi.,
tendo suficiente para promover a sintese gonadotrdfica — Figura B), te dos niveis de E; e
progesterona, haveris maior responsividade so fator liberador cxbgcn . O uso da dose de 25,9,
pequens em relaclo 3 habitusimente empregada (100 ug), foi considerads por SCHALLY'"®) como o
minims eficients, com valor discriminativo e, nestas condicBes, demonstramos ser a resposts hipofisiris
00 FLG, nitidemente maior a0 LH, em relaclo so FSH (Tabelas I1X e X), considerando-se apenss o
incremento porcer:.al relativo, pardmetro usalmente empregado na literatura, Com efeito, BREMNER o



37

PAULSEN'8! demonstraram em infus3es prolongadas de 0,2 ug/minuto por 4 horas, haver uma liberagio

evidente nos 15 minutos iniciais, de LH mas ndo de FSH, sugerindo estes autores que existiria um
compartimento (“pool”) de LH préformado que seria agudamente liberado pelo FLG, mas que tal
compartimento ndo existiria para o FSH (Figura 6). Nossos dados com as infusBes de 25 ug e 100 ug sdo
compativeis com as sugestdes desses autores, sendo o LH sempre liberado mais facilmente. Além disso,
VILCHEZ-MARTINES e colaboradores“m mostraram, em ratos, qua o pré-tratamento com
Actinomicina D ndo bloqueava a liberagdo de gonadotrofinas 3 infusdo aguda de FLG e apenas suprimia
a secrecdo, apbds a primeira hora, na infusfo prolongada (4 horas) do FLG. Tais dados sio também
compativeis com a existéncia de um compartimento de liberacdo imediata de LH e também de FSH,
pré-formados, e que a sintese 'de rovo” sb6 & necesséria na infusio prolongada. A discrepancia entre os
dados em seres humanos e os experimentos s3o provavelmente devidos 4 pequena dose de FLG
empregada nos primeiros.

No caso das infusdes prolongadas do fator liberador {0-480°), ao contrério das agudas isoladas,
ndo houve diferencas significativas nas respostas hipofisirias das gonadotrofinas (Tabelas XV e XVI),
quando se compararam as duas fases do ciclo menstrual, exceto para alguns parametros relativos ac FSH,
porém n3o para a area secretdria total. Tal situagdo seria de esperar na presenga de estimulo secretdrio
intenso e prolongado de FLG, mesmo com a influéncia moduladora dos esterdides ovarianos, diferente
nas duas fases do ciclo, como ji indicado.

Além disso, embora aparentemente a hipbfise se tornasse "refratiria”’ ou com “‘menor
sensibilidade” ao estimulo do fator liberador, como sugerido pela ligeira queda da concentracdo das
gonadotrofinas séricas entre 360 e 480 minutos, a superposicdo de uma sobrecarga aguda, ao término da
infusdo cronica, resultou numa elevacio intensa das niveis de gonadotrofinas, descrito em carneiros por
SANFORD(JS), ndo foi previamente refatada em seres humanos. BREMNER!? descreveu em homens,
persisténcia de valores quase maximos em infusbes de 14 horas. Entretanto, 0 conceito da refratariedade
ou sensibilidade alterada, ao fim da infusio do FLG por 8 horas, ndo pode ser aceito, pois em quase
todas as mulheres houve uma resposta evidente quando se fez uma sobrecarga aguda do FLG. A
observagio das Tabelas VIl e VHI mostra que nas mutheres M.J.S. e M.ILA, na fase folicular, e L.G.A.,
na l(tea, a queda dos nfveis de LH na primeira amostra pbs-sobrecarga aguda seria compativel 3 este
conceito de refratariedade; no entanto, torna-se pouco provével quando observamos os niveis de FSH,
que se elevaram, nas mesmas amostras, falando contra a hipdtese de refratariedade ou hipo- sensibilidade,
pelo menos global, ndo podendo ser afastada a eventualidade gue os niveis de FSH elevados dependeriam
primariamente da meia-vida mais prolongada desta gonadotrofina (t% = 44 minutos) em relagio ao LH
(t./z = 22 minutos). A outra possihilidade, mais provavel, seria um efeito de regulag3o retrégrada negativa
(“feed back”) na pituitiria, exercida por niveis de E; ou também da progesterona, atingidos durante o
estimulo prolongado das gdnadas.

Quanto 3s infusdes agudas, pbs-cronicas, ndo mostraram diferencas significativas entre as duas
fases do ciclo menstrual em nenhuma das gonodotrofinas liberadas, compat{vel com a idéia de que apds
a infusdo prolongada, a liberagdo aguda com dose de 25 ug se torna “maxima” ou constante para a dose
de FLG, independente da fase do ciclo {influéncia dos esterbides gonadais), pois a libera¢go prolongada
dos hormdnios hipofisdrios exigiria uma continua substituigdo (sintese) da forma de liberagio aguda,
mantendo este compartimento como que “saturado’’, em estado de equilfbrio dindmico (“steady-state”).
Na Tabela XVil), notarnos que a comparacdo das dreas secretdrias de LH e FSH, nas provas aguda e
aguda pos-crdnica, mostrou que para o LH, as respostas secretbrias sdo semelhantes nas duas provas da
foce 1atea, havendo uma diferenca significativa entre a resposta aguda isolada da fase folicular 8 as provas
agudas pds-crdnicas nas duas fases. Quanto ao FSH, a comparacio entre a prova aguda isolada na fase
folicular ¢ as provas agudas pbs-crdnicas, mostra também que & drea secretdria foi menor na primeira,
porém com significincia limiar, A idéia de qua a resposta gonadotréfica A prova aguda pdscrbnica |6 era
“méxima” ou “constante”, independente da fase do ciclo, se deve acrescentsr o conceito de que a
responsividade J9 fase 1Gies d sobrecarga aguda isolada induziria também resposts “méxima”, pelo menos
b dose empregeds. Esta resposts, similer ao fetor liberador apds sobrecarga prolongada, estaris de
scordo com s capacidade limitade do liberador exbgeno em relaglo As gonadotrofinas, ou que o
~temanho do compartimento de liberaglo aguds é que seria o fator limitante,
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6 — CONCLUSOES

1) As radioiodogonadotrofinas preparadas pelo método enzimitico utilizando-se
lectoperoxidatse ativada com perbxido de hidrogénio, mostraram-se mais estiveis e com
me thor imunorreatividade do que as obtidas pela oxida¢fo com a Cloramina-T.

2) O método de separagdio do hormdnio radioiodado livre daquela ligado ao anticorpo,
utilizando o PEG 4000 apresentou sensibilidade e precisdo semelhantes a anti-gama
globulina de coelho {anticorpo duplo), simplificando-se a metodologia da separac3o.

3) A infusio de uma dose de 25 ug de FLG demonstrou que a resposta hipofisiria de LH s
FSH foi maior na seyunda fase do ciclo menstrual, ao passo que a diferenca desapareceu
na infusdo prolongada e na prova aguda pds-crdnica.

ABSTRACT

A method is described for the enzymatic radioiodination of human gonadotropins by a system consisting of
Isctoperoxidase, hydrogen peroxide and Na'251 A comparison with the Chloramine-T modified techniqua was done a
satisfactory specific activity {100 uCi/ug) of the labeled hormone was obtained with the enzymatic iodination, wilth
much greater immunoreactivity and stability than after ChluramineT.D

(A:_aqueous polyethylene glycol causes precipitation of antibody-bound peptide hormones with radicactive
lodine with littie or no precipitation of free hormones, a method of separation was developed and spplied tQ
radloimmunoassay of gonadotmpms providing several advantages over the double-antibody precipitation method. >

C b o B Q@M wne WLM merd/

Ih-hm demanstrated that, in humans, the intravenous administration of synthetic(LH-FSH/RH, stimulstes
the pituitary release of both LH and FSH, The-p ©o reporty-our-findmgeirrNiormal women infused
with an acute load of 25ug of synihetic LH/FSH-RH cnd 8 hours infusion of 100 ug, during the mid-folliculer end
luteal phases. The greatest gonadotropin responsiveness to LH/FSH-RH are found in the luteal phase, during acute
testing. ditferences were noticed durjng chronic infusion as well as acute post-chronic, performed in both
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