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SUMARIO

Desenvolveu-se um sistema de radioimunoensaio (RIE) do hormonio T pela tecni-
ca de "fase sGlida", imobilizando-se anticorpo, anti-T3; em tubos de polipropi-
leno pre-recobertos com glutaraldeido polimerizado em meio alcalino.

Avaliou-se a qualidade dos tubos recobertos pelo desempenho metodologico no
RIE, analisando-os diversos pardmetros do ensaio, a saber: a dose minima de-
tectavel, a ligagdo inespecifica (NSB), "Xso.", a inclinagao da curva, a pre-
cisdo intra e inter-ensaio, exatidio do m&todo e digito de mérito.

Os intervalos de valores da concentracao de T3 no soro de individuos hipotiroi
deos e hipertiroideos e a faixa de normalidade de T; foram determinados para 7
esta tecnica, estando de acordo com a literatura.

ABSTRACT

DEVELOPMENT OF A SOLID PHASE TECHNIC FOR RADIOIMMUNOASSAY FOR TRIIODOTHYRONINE
(T3) IN SERUM,

We have developed a solid phase radioimmunoassay (RIA) system for triiodothyro
nine (T3), by immobilizing triiodothyronine antibodies on the inner wall of
reaction tubes. The antibody-coated tubes were made via reaction of antibody
with glutaraldeyde residue pre coated on the inmer wall of the tubes by alkali
ne self-polimerization.

The quality of the coated tubes was tested through its performance in the RIA
methodology, by analysing the following RIA parameters: minimum detectable do
se (DMD), nonspecific binding (NSB), "Xso.", slope of the standard curve,intra
and inter-assay precision, accuracy of thé& method and figure of merit,

The serum levels of T3 in hypothyroid and hyperthyroid patients and the normal
values range were determined for the solid phase RIA system. The results are
in agreement with found in the literature.
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INTRODUGAO

0 radioimunoensaio (RIE) constitui-se em um dos métodos mais utilizados
atualmente na rotina de dosagens de substancias contidas nos fluidos biologi-
cos. Provavelmente mais de cem mil dosagens sao realizadas mensalmente no Bra
sil fazendo-se uso do RIE. Sua aplicacao estende-se pela medicina humana e Ve
terinaria, principalmente nos campos da endocrinologia, cancerologia, toxicolo
gia, gastroenterologia, bacterologia e outros. =

Uma metodologia de t3o ampla escala deve satisfazer os critérios seguin-
tes:

1- praticabilidade (simplicidade, rapidez)

2- confiabilidade (precisdo, exatidao, especificidade, sensibilidade)

3- Economicidade (custo/beneficio)

Encontram-se na literatura diversas propostas técnicas(1,3,7) que, pro-
F i 7 =
curam satisfazer esses items e dentr?l?las a tecnica denominada de "fase soli
da" destaca-se como a mais eficiente' ’. Em nosso meio, lamentavelmente, a

maior parcela do consumo de reagentes do RIE ("kits") que usam a "fase solida"
¢ ainda de procedéncia importada. Essa importagdo e, até agora, justificada pe
las dificuldades tecnoldgicas na obtengdo e fixagao do anti-soro na matriz de
"fase solida" (tubo de plastico, esfera de plastico, etc).

0 proposito deste trabalho & desenvolver uma tecnica de fase solida em
nosso meio e para isto selecionou-se o RIE para a dosagem do T3 (triiodotirOni
na) como modelo pois se trata de um dos hormonios de maior solicitagdo clinica

MATERIAIS E METODOS

0 anti-soro anti Ts foi obtido em coelho mediante multiplas injggses in-
tradermicas dorsais do imunogeno, em cerca de 50 sitios com re-injegoes espa-
cadas no tempo em intervalos de 15 dias. Devidg ao baixo peso molecular do Tj
e por ndo ser imunogénico na sua forma natural 2) o imunogeno foi preparado '
conjugando-se T3 com soro albumina bovina (SAB) utilizando-se a reagao com car
bodiimida.

Na injeg2o da primeira dose o complexo imunogénico (T3-SAB) foi misturado
em coadjuvante de Freund (Difco) completo (com BCG) e nas doses de reforgo sub

sequentes misturou-se o imunogeno em coadjuvante de Freund incompleto (sem
BCg). Apos 10 dias da terceira dose de reforgo, aproximadamente 55 dias do
infcio da imunizag@o, retirou-se cerca de 10 ml de sangue de cada animal. 0

sangue foi mantido por duas horas em banho maria a 37 9C e a seguir foi levado
3 centrifugagao a 1000 G. O sobrenadante (soro) foi separado e isolou-se suas
imunoglobulinas pela tecnica de precipitagdo com sulfato de ambnia. As  amos-
tragens de sangue foram repetidas apos 8 a 10 dias de cada dose de reforgo. Se
lecionou-se para o uso dos experimentos deste trabalho o anti-soro que apresen
tou as melhores caracteristicas, ou seja: =
- constante de afimidade K=0,92x10'°1/mol
- concentragao molar aparente no tubo igual a 0,42x10 "mol/1
- especificidade avaliada pelo Indice de reatividade cruzada com os  se-
guintes valores:
(T3-->100%), (Ty-->0,05%), (rT3-->0,0008%)
(T2-->0,006%), (Tetrac-->0,004%), (Triac=->0,027)
(DIT-->0,0001%) e (MIT-->0,0001%) 2
0 tragador radioativo (125%1-T3) foi preparado segundo a técnica da  rea-
¢3o com cloramina-T conforme protocolo de marcagao ja descrito por Hamada e
col. (3,4), A fragdo cromatogrifica contendo o '?°I-Tj foi diluida em solu
gao de propileno glicol a 507 para armazenamento em temperatura de -209C. Para
fins de Ensaios o I-T3 foi diluido em tampao veronal 0,05M pH 8,6 com 0,35%
de ANS (acido anilino naftaleno sulfdnico, da Sigma Chemical Co) e 0,01% de
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timerosol (Eli Lilly do Brasil) em concentragdo radioativa de 950 Bq/ml
(26nCi/ml).

As solugoes padrdo para definir a curva de dose x resposta (curva padrao
do RIE) foram preparadas a partir de 3,5,3'-L-triiodotironina (Sigma Chemical
Co) na concentragao inicial de 100 ng/ml- (solugao estoque) em solugao de propi
leno glicol e soro isento de Ty (soro Strip, "pool" de soro humano pré-tratado
com carvao ativado) na proporgao de l:1. A partir desta solugao estoque prepa
raram-se 0s demais soros de referencia da curva padrao nas seguintes concentra
goes: 0, 25, 50, 100, 250, 500 e 1000 ng/d1l, usando-se o soro "strip' como di

luente.
PREPARAGAO DOS TUBOS DE FASE SOLIDA

A fixagdo do anti-soro, anti-Ts nos tubos plasticos de ensaio ("fase s5li
da") foj obtida seguindo o esquema da figura 1.

Neste procedimento utiliza-se o glutaraldeido diluido a 27 em solugao aquo
sa de NaOH em pH 9,5 depositando 1 ml desta solugao em cada tubo de ensaio. '
Apos repouso durante 4 horas em temperatura ambiente decantou-se essa solugao.
Em seguida lavou-se cada tubo por tres vezes com tampao veronal.0,025M pH 8,6
para retirar o excesso de glutaraldeido. Nessas operagoes obtem-se residuos po
limerizados de glutaraldeido aderido &s paredes do tubo de ensaio. A seguir
adiciona-se 1 ml de anticorpo diluido em tampao veronal 0,05M pH 8,6 de mo-
do a conseguir ligagao de 257 com os 950 Bg do tragador radioativo. Com o nos
so anti-soro foi mecessario dilui-lo a 1/1000. Os tubos foram incubados duran
te 24 horas em temperatura de 49C para efetivar a reagao dos residuos de aldel
do do glutaraldeido com grupos amino da molecula do anticorpo. AEES estas ope-
ragoes a solugao foi decantada e os tubos foram lavados com tampao veronal
0,025M pH 8,6 por tres vezes, seguindo-se a incubagao por trinta minutos com
solugao de SAB 0,57 neste mesmo tampao. Repete-se o processo de lavagem e leva
se a secyra a 4 9C para preencher os sitios nao recobertos com anticorpo. Para
verificar a qualidade desses tubos de "fase s61ida" realizou-se o RIE seguindo

o protocolo abaixo.
Aliquotar 100 pl dos soros padrao ou amostras mnos tubos de "fase solida"
Adicionar 1 ml de !'25I-T;
Agitar :uavemente
Incubar por 4 h 3 temperatura ambiente
Decantar o sobrenadante
Medir a radioatividade no tubo

Figura 2 - Protocolo do RIE de T3 pela tecnica de "fase solida"
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Para fins comparativos realizou-se paralelamente o RIE de T; utlllzando—
se técnicas ja tradlclonalmente empregadas em nosso laboratorio, a saber: tec
nica do "duplo anticorpo" e tecnica da ' solugao PEG"(5).

Os c@lculos _para a caracterizagao dos parametros da curva padrao, da do-
se minima detectavel do perf11 de precisdo do ensaio, da constante de afini-
dade, da concentragao do anti-soro no tubo de rea%ao (dlagrama de Scatchard)
foram efetuados pelo sistema computacional GARLA (®) disponivel no Departa
mento de Processamento de Dados do IPEN-CNEN/SP. -

Com a finalidade de avaliar a qualidade do ensaio em contexto amplo ado
tou-se o seguinte critério: formulou-se um parametro aqui denominado de dlgl
to de mérit. (rigure of merit, FM) definido pelo seguinte algoritmo.

F
DMD x DMDPerfll de precisao
FM =
(F - DMD)?

onde DMD & o valor da dose minima de-
tectavel, calculada pelo programa GAR
LA, F @ o valor final da curva padrao
estatlstlcamente diferenciado do nivel
de concentragao tendendo ao infinito '
ou do nao especifico (NSB), conceito es
te semelhante aos critérios que defi~
nem a DMD, e

COEFICIENTE DE VARIACAO % (P=0,05)

Perfil de Precisdo = drea do per-
fil de precisao do ensaio integrada do

o e s as von tos wa ma s wes  ponto DMD at@ F.,

T (ng.di-*)
Figura 3 - Elementos para cadlculo do
digito de merito.

A 3rea do perfil de precisdo foi calculada por cilculo numerico. A figura
3 esquematiza a idéia do digito de mérito.

Para caracterizar a faixa de normalidade foram dosados 153 soros de - indi
viduos clinicamente normais. Avaliou-se também amostras de pacientes considera

dos clinicamente como hipotiroideos (5 casos) e hipertiroides (8 casos).

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Na figura 4 mostram-se as curvas padrao dos RIEs realizados pelas tres
tEcnlcas, "fase s5lida", "duplo anticorpo" e "solugdo PEG", tragadas em escala
semi-logaritmica. Os valores dos coeficientes de ajustes de cada uma das cur
vas (segundo o modelo logIstico de quatro parametros) encontram-se na tabela T
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TABELA I - Resultados dos valores dos parametros a,b,c,d da fungao de ajuste
da curva padrdo, i, € ,

a=-d
B/T = +d
1+ (X/e)
e dos valores da dose minima detectavel (DMD).

(a) (C)] (c) ()]
o
nsaio BQ/T (Z) NSB (z) X(SOZ) "slope" DMD
(ng/dD (ng/dl)
Fase Solida 24 £ 5 7+2 256 + 37 0,97 + 0,22 17 £34
Duplo Anticorpo 25 = 4 5 %2 220 + 46 0,93 + 0,19 14 £ 3
PEG 27 + 10 £ 2 314 * 43 1,20 + 0,16 22 % 4

Nas trés tecnicas experimentadas '

'—-T::; i foramfu?ilizados 0os mesmos Treagen
Duple Anticorpe tes baSLcos, ou seja, soros de re-

feréncia, anticorpo anti-Tj e

1257-7; diluidos nas condlgoes a
propr1adas _para cada tlpo de en-
saio. A analise dos pardmetros mos.
trados na tabela I sugere que atec

52 nica da "fase sollda apresenta re
D o sultados comparavels com as outras
o duas tecnicas.

0

20 NG

B
e
°
L ELd e 100 230 800 1900

To ng.dl”

Figura 4 - Curvas padrao dos RIEs de T3 pe-
las tres tecnicas. X

Na avaliagao isolada de cada parametro, a tecnica de duplo anticorpo  mos
trou melhores resultados quanto a llgagao inespecifica (parametro d), valor de
DMD (dose minima detectavel) e Xso% (parametro c). No entanto, na Eratxca, es-
ses parametros estdo tdo proximos que essas pequenas nuances nao sao significa-
tivas.

A figura 5 mostra o perfil de preclsao intra-ensaio para cada uma das tec-
nicas. Dessa figura conclui-se que a precisdo intra ensaio para a técnica da
"fase solida", nos valores compreendldos na faixa de 50 a 900 ng/dl foi  infe-
rior a 107, sendo que a faixa de maior precisdo encontra-se no intervalo de 200
a 400 ng/dl. A precxsao lntra—ensalo no intervalo de 50 a 900 ng/dl, para as
t8cnicas de "duplo anticorpo” e "solugao PEG" variou de 8 al37 e 7 a 167, res
pectivamente.

0s perfis de precisdo_inter-ensaios, mostrados na figura 6, acompanharam
b381camente essas comparagoes, com valores mais elevados dev?d a inclusao de
variaveis nao controladas, conforme ja previsto por Mesquita A dispersao
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inter-ensaio foi da ordem de 8 a 177 para a tecnica da "fase solida", 11 a 20%
para a técnica do "duplo anticorpo" e de 10 a 267 para a técnica da  "solugao
PEG", quando apreciadas na faixa de 50 a 900 ng/dl de Ts.

Provavelmente a maior prec15ao verificada na tecnlca da fase sollda se de
ve a extrema s1mp11chade da tecnica, exigindo o minimo de operagoes do analls
ta, minimizando assim as dispersces orlundas dos erros experimentais.

—— O"O Amticorpe

6 Duple Anticorpe
3 PEG . —
S ol Fese Silde o
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Figura 6 - Perfil de precisao

Figura 5 - Perfil de precisdo
inter-ensaio

intra-ensaio
dose

Na tabela II estao relacionados os valores do digito de merito, da
uma

minima detectavel e da area do perfil de precisao, calculados para cada
das tres técnicas.

TABELA II - Andlise conjunta de diferentes pardmetros do ensaio para comparagao
da qualidade das trés tecnicas.

Ensaio DMD 4XDMD Perfil de Precisao Digipo de

F Mérito

Fase Solida 17 7806 0,1%
Duplo Anticorpo 14 13098 0,19
22 8826 0,20

PEG

Alicercados nesses resultados conclui-se que a melhor tecnica corresponde
a "fase solxda", seguida pela técnica do "duplo anticorpo" e finalmente pela
tecnlca da "solugao PEG", pois segundo a expressao da formula do digito de me-
rito (FM) quanto menor o seu valor melhor a qualldade do ensaio.

Avaliando-se o ensaio pelo enfoque da dose minima detectavel (DMD) con-
clui-se que a teCnica do "duplo anticorpo" pode satisfazer melhor os resulta
dos de pacientes hipotiroideos. No entanto, 08 trés sistemas de separagao mos
traram-se adeguados para a quantificagdo dos niveis sericos de Ts.

A exatidao da tecnica da "fase solida" foi avaliada por comparagao entre
os resultados de 39 amostras de soro dosados pelas trés tecnicas. A figura 7
ilustra essa analise comparativa.
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Figura 7 - Correlagao de resultados dos RIEs do T3 entre as trés técnicas.

\\

r=0938

A linearidade e o alto coeficiente de correlagdo indicou que as trés tEcnicas
forneceram pratlcamente os mesmos resultados, comprovando-se a validade da tec
nica da "fase solida", uma vez que se acredita na exatidao das duas outras tec
nicas.

A dlstrxbulgao de frequencia de uma amostragem de uma populagao de hlpotl
roideos, normais e hlpert1r01deos encontra-se na figura 8. Dessa figura pode=
se conclulr que a tecnica da ' fase solida" mostrou-se capaz de discriminar os
niveis séricos de T; dessas trés populagoes.

Adotando-se a hipotese de que a populagao de individuos norm31s obedega
uma distribuigao normal (gaussiana) estabeleceu-se o intervalo numerico de nor
malidade ao nivel estatistico de P=0,05 como sendo de 90 a 200 ng/dl com va-
lor medio e desvio padrao de 145 * 27 ng/dl. Estes valores estao de acordo com
a literatura pertinente
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Figura 8 - Niveis séricos de T3 em individuos normais e em pacientes com hipo-
tiroidismo e hipertiroidismo.

Quanto aos aspectos economicos envolv1dos na técnica da fase solida deve
mos considerar que o seu custo podera ndo ser indicado para uma rotxna de pe-
quena escala. Devemos levar em conta que para cada dosagem sera necessario o
preparo de pelo menos dois tubos de ensaio descartave1s de pollproplleno
Por outro lado nossa experi@ncia mostrou que na técnica de "fase solida" neces
sita-se de maior quantidade de antlcorpo, cerca de 10 vezes mais daquela quan=
tidade utilizada normalmente nas técnicas de "fase 1Iquida". Alem desse as-—
pecto, no preparo dos tubos de "fase sGlida" o_anti-soro deve ser de melhor '
qualidade e de maior tItulo. Esse mesmo antl—soroquando usado nas  técnicas
de "fase 17quida" sua diluig3o deve ser ao nivel de pelo menos 1/10000(®)  pa
ra hormdnios de baixo peso molecular, o que ngo & facil de ser alcangado, Me=
lhor ainda seria utilizar antlcorpo do tipo monoclonal. Em todos esses casos
o custo do anti-soroutilizado na t@cnica da "fase s5lida" & naturalmente mais
caro. Por outro lado, em escala 1ndustr1a1 no preparo de "kits" _que serao usa
dos por diferentes laboratorios, a "fase sollda € mais recomendavel pOlS ga—
rante ao fabricante uso adequado e simples, consequentemente menos sujeito a
erros e com maior precisdo nos resultados.
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