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RESUMO

Umy boa técnicea de separacdo de radioimunoensaio
(RIE) ¢é essencial para desenvoluer ensaios precisos para
aplicacao clinica. O método do duplo anticorpo é o mais
ampiamente empregado, satisfazendo a maioria dos critérios
de aplicabilidade. Entretanto, sua desvantagem principal €
0 seu custo elevado, que muitas vezes leva ao emprego de
reagentes menos onerosos, mas que ndao sdo tao eficientes.
Portanto, nossa instituicdao estd produzindo experimental-
mente um segundo anti:corpo para ser empregado em radioimu-
noensalos hormonais, em que o primeiro anticorpo é gerado
em coelhos. Quatro carneiros foram imunijzados com a imuno-
globuliina preparada em nosso laboratdério (Silva e Borghi,
Publicagdo IPEN 294, 1990). Seus antissoros foram avalia-
dos em um sistema de RIE de tireotrofina humana, empregan-
do~se reagentes obtidos do "National Hormone and Pituitary
Program (USA)”, em comparacao com um antissoro de referé&n-
cia de qua!idade conhecida, produzido em cabra pela Radio-
assay Systems Laboratories - RSL (USA). Apds a quarta in-
jecédo de reforco esses animais desenvolveram antissoros
com titulo similar aquele exibido pelo produto comercial,
apresentando inclusive, valores mais altos. Esses antisso-
ros agora estdo sendo examinados quanto as suas condigdes
6timas de precipitacao antes de serem armazenados para fu-
turo uso e distribuicao.

(X> Trabalho apresentado no ” II Congreso Latinoamericano
de Biotecnologia” - Havana - Cuba, de 7 a 11 de Agosto
de 1990.
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ABSTRACT

A good radioimmunoassay (RIAY separation
techhique is essentia)l to develop precise assays for
clinical application. The doubte antibody method is one of
the most widely employed, satisfying the majority of the
criteria of suitability. However, its high cost is its
main disadvantage, which leads to employ less expensive
reagents,there are not so0 efficient. Therefore, our
insti1tution is producing experimentally a second antibody
to be used in hormona! assays, in which the first antibody
is raised in rabbits. Four sheeps were immunized with the
rabbit immunoglobuitn prepared at our laboratory <(Silva
and Borghi, Publicacao IPEN 294, 1990). Their antisera
were evaluated by the human thyrotropin RIA employiny
materials provided by the National Hormone and Pituitary

Program (USA), in comparison with a reference antiserum of
known gquality, produced in goat by the Radioassay Systems
Laboratories - RSL (USAY. From the fourth booster

injection the animals developed antiserum with titer
similar to that exhibited by the commercial product, ewven
presenting higher wvalues. These antisera are now be.ng
examinated for the optimal conditions of precipitation
before be packed for future use and distribution.

{X) Paper presented at the "2nd Latin-american Congress of
Biotechnology™, held in Havana-Cuba, August 07-11,
1990.



INTRODUCAO

0 radioimunoensaio (RIE> ¢ uma, técnica analftica
qufE emprega quantidades diminutas de radioatividade e an-
1ti1corpos  especlficos para medir substancias existentes em
microquantidades no organ' smo, tais como hormdnios, virusg,
drogas, vitaminas, ant gehos tumorais e outras (1).

As bagses do FIE foram enunchadas por Berson e
{alow em 1857 (2) e culm naram com o desenvolvimento de um
ensal0 para a medida de Iinsulinag no plasma humano em 1959
(3. As caracterlsticas principais desta técnica, sua sen-
gibil idade e egpecificidade elevadas, determinaram seu ré-
pido desenvolvimento ¢ seu amplo emprego em andlises cifl-
nicas nog Gltimos 20 anos.

Atualmente, nos palses em desenvolvimento, cerca
de 500 hospitals, universidades e laboratdrios de andlises
cifnicas realizam estes ensdgios em alguma proporgcao  <(4).
No Brasii, com raras excecoes, a execugdo do RIE ainda de-
pende da importacado de seus reagentes bioldgicos, quer se-
Ja & 9ranel ou ha forma de conjuntos diagnésticos, o que
resuita num preco ¢levado deste exame.

A maioria dos RIEs sao similares-na etapa ini-
cial de incubacao do anticorpo com o antfigeno marcado iso-
topicamente e com o antfigeno padrdao ou com a amostra des-

conhecida. Entretanto, eles diferem quanto ao método uti-
fr1zado na etapa final para separar o antigeno |igado ao
anticorpo daquele tivre (1), que ¢ a principal fonte de

imprecisao destes ensaios.

O método de separacdo denomihado de duplo anti-
corpo, que emprega um seldundo anticorpo para precipitar o
conmplexo antfgeno-anticorpo, é um dos mais utilizados, sa-
tisfazendo 0s critérios de eficiéncia, praticabilidade e
aplicacao geral (5).

O segundo anticorpo é produzido imunizando o
animal de uma outra espécie com a imunoglobulina G <(IgB)
da espécie animal que gergou o primeiro anticorpo, forne-
cendo um antissoro capaz de precipitd~-lo. Quando adiciona-
do @ao RIE, este antissoro converte o complexo soldvel an-
tfgeno-anticorpo em uma forma insoldvel, que pode ser fa-
ciimente separada do antigeno (ivre pela centrifugagcao,
seguida de decantacao ou aspiragao.

Dessa forma, 0 segundo anticorpo Ssepara comple-
tamente @& fragao |igada daquela |ivre sem alterar 0 equi-
jibrio da reacao inicial antigeno-anticorpo, havendo pouca
interferéncia pelo antf{geno livre,ou seja, apresentando
| igagao inespecf{fica baixa. Ele pode ser empregado em di-
ferentes RIEs, com volumes de incubacao variados e que
compreendam um grande numero de amostras. Entretanto, sua
desvantagem principal é 0o seu custo elevado, que muitas
vezes conhduz ao emprego de reagentes menos ONeErosos, mas
que nado sao tio eficientes para a separagcao dos RIEs.

Realizou-se portanto, no presente trabalho a
producao de segundo anticorpo, a ser empregado nos diver-
sos RIEs realizados em nossos |aboratdérios, cujos primei-
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ros anticorpos 8aoc gerados em coelhos. O preparo deste se-
gundo anticorpo visa a producdo local de reagentes biolé-
gicos de RIE para substituir os produtos importados.



MATERIAIS E METODOS

Utitizaram-se quatro ovinos deslanados, cordei-
ros, do sexo masculino, provenientes do Instituto de Zoo-
tecnia da Secretaria da Agricultura de Sao Paulo. (IZSA),
que permaneceram alojados no Biotério de animais de grande
porte do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sdo Paulo (USP), (tatela I). Ap6s um perfodo de adapta-
cao de 15 dias, coletaram-se amostras de sangue e de fezes
para & realizacao de exames hematflogico e parasitolbgico,
na FfFaculdade de Medicina UVUeterindria e Zootecnia da USP
(FMUZ/USP), a fim de verificar o estado geral de saldde dos
animais. :

Dois @animais (146 e 163>, cujos exames haviam
apresentado resultados positivos para nematdide (até 1050
ovos de. Strongyloidea gp por grama de fezes) e protozoério
(até 2950 oocitos de coccidea), foram tratados com verm{-
fugo a base de sulfa e de albendazole. Durante o tratamen-
to, O animal 146 também apresentou’ problemas nas vias aé-
reas superiores, sendo- medicado com antibidético. - Esses
animais 96 foram submetidos & experimentacdo ap6s terem
sido recuperado plenamente. Os resultados de seus Ultimos

exames laboratoriais estao indicados na tabela II, cujos
valores sao compativeis com o padrao de normal idade para
ovinos descrito na literatura {6).

A imunizacdo dos ovinos foi realizada empregan-
do-se 196G de coelho obtida em nhossos laboratérios através
do fracionamento do soro com sulfato de s6dio, seguido de
cromatografia de troca idnica em DEAE-celulose (7).

Foram realizadas injegOes subcutaneas de 2 mi de
uma emulsdo formada por volumes iguais de solugdo fisiol6-
gica contendo Ig6 (500 ug) e de adjuvante de Freud comple-
to, distribuldos em 20 pontos da regido paraesternal dos
animais. Essas in_jecbes foram repetidas com intervalo de
20 dias, colhendo-se pequenas amostras de sangue pela veija
Jugular, 10 dias ap6s cada injegao de reforgo, para a ava-
liaGa0 do imunessoro dos carneiros anti-IgG de coelho.

Duas sangrias de volumes maiores foram realiza-
das pela mesma Via a cada quatro injecbOes de reforgo, com-
preendendo cerca de 1,5 |itros obtidos em duas colheitas
espagadas de trés dias. Apds cada uma dessas sangrias de
grandes wvolumes 0S animais foram submetidos a um perfodo
de descanso, respectivamente de 70 e de 140 dias, antes de
serem imunizados novamente.

0Os antissoros provenientes das diferentes san-
grias foram avaliados quanto ao seu tfitulo em comparaGgao
com um segundo anticorpo de qualidade conhecida, produzido
em cabra por Radioassay Systems Laboratories - RSL - ¢ lo-~
te 2R2 MBC ) e distribuido por ICN Biomedicals, Inc.,
uUsAa, num sistema de RIE de tireotrofina humana (hTSH>. Es-
te RIE foi desenvoivido em nossos laboratdrios empregando
a técnica de separacao pela precipitagdo com polietileno-
glicol ¢(8), que é um reagente mais barato mas ndo tdo efi-
ciente como segunhdo anticorpo para a separaGao do RIE de



hTSHK.

Portanto, este RIE foi adaptado para a técnica
de separacao pelo duplo anticorpo seguindo-se as especifi-~
cacoes de uso do anticorpo RSL: adicao de 1% de soro de
coelho normal no tampdo de ensaio, correspondendo a uma
quanlidade de 0,016% de IgG carreadora ¢(9) acima do minimo
recomenddado por RSL de 0,005% e emprego de 0,1 mi do se-
gundo anticorpo com incuba¢cao por S0 minutos, sendo o mf-
nimo recomendado por RSL de 1 hora, a4 temperatura ambien-
te.

0 anti{geno para marcacao, hTSH-I-6 (AFP-87708) e
hTSH~-I~-7 (AFP-8644B), e o0 primeiro anticorpo produzido em
coelho anti-hTSH-3 (AFP-C611818) foram obtidos do Natio-
nal 1Institute of Diabetes and Digestive and Kidney Disea-
ses, USA, estabelecendo-se a diluicido deste antissoro que
liga 50% do antigeno marcado. Nessas condicOes foram cons-
trufldess curvas de tltulo dos segundos anticorpos obtidos
nas varias sangrias nas diluicoes, que variaram de 1:2 até
1:32, estabelecendo~-se 08 tltulos que forneceram uma pre-
cipitacao maxima da fracdo | igada do ensaio, numa regiao
de platd ()igacaoc antigeno marcado-primeiro anticorpo em
torno de 50%).



RESULTADOS E DISCUSSAQ

A formacao de granulos nos locais de injecdo do
imunGgeno foi Visualizuda nos animais poucos dias ap6s a
ymuni zacao primaria (figura 1).

Uinte dias apds o primeiro perfodo de descanso,
0 ovinog 146 apregsentou um catfcuio uretral que foi extraldo
por meilo de uma Intervencao cirdrgica com remogao do apén-~
dice vermiforme no Hosgpita! Veterindrio da FMUZ/USP. Con-~
sequentemente este animal ndo recebeu a sexta injecao de
reforgo e s6 depois de completamente recuperado é que foi
submetido novamentie & experimentacao,

No trigésimo dia do segundo per(odo de descanso,
0 ovino 285 também apresentou urolitiase, porém com ruptu-
ra de bexiga e colecao de urina & nlvel de sub-cut@neo na
porcao ventrul do abdome e membros pélvicos. Por indicacao
médiCg wveterinario, o animal foi sacrificado naqueile Hos-
pital, ocasiao em que foram colhidos 1,5 |itros de sangue
da wvela Jugular. Nesse mesmo periodo, 0 ovino 249 wveio
subitamente a O6bito, ndo sendo possfivel colher seu sangue
e nem reallzar a autdpysia para a determinagcado da causa de
gug morte.

Apb6s esse Incidente, foram realizados exames he-~
matolégico e parasitoldgico de fezes nos ovinos restantes,
146 e 163, cujos resuitados apresentados na tabela III
confirmaram o estado de salde normal desses animais. En-
tretanto, vinte dias ap6s o segundo perfodo de descanso, ©
ovino 146 apresentou recidiva de urolitiase, que devido a
sua localizacdo necessitou ser removida por uma segunda
intervengdo cirdrgica, uretrocistotomia e castraGgao do
animal. Devido a sequela do préprio procedimento cirdrgico
este ovino delxou de ser experimentado.

Até o aparecimento do primeiro cidlculo no ovino
146, t0dos o0s animais estavam sendo alimentados apenas com
racao, Ccujo excesso de carboidratos pode ter desencadeado
este problema. Desde entao, passou~se a oferecer wverde,
capim, junto com & raGao e a partir do segundo perfodo de
descanso o verde constituiu a dntca fonte de alimento dos
animais. Em caso de falta de verde acrescentou-se 3 ragao
cloreto de ambdnio, na dose de 200 miligramas por peso do
animal, a fim de acidificar a urina impedindo a formag¢ao
de cristais.

A figura 2 apresenta a evolugao dos titulos dos
anl1issoros dos ovinos no perfodo em que foram imunizados
com a Igh de coelho. As respectivas curvas de titulo dos
antissoros de cada an.:mal estdo representadas nas figuras
3 a 6 em comparacao com aquela do antissoro importado RSL.

cComo pode ser observado ha figura 2, 0os animais
que foram submetidos a tratamento antes de serem imuniza-
dos (163 e 146> ,apresentaram uma resposta tardia para @
indu¢cao de anticorpos adequados; cujos tftulos somente pu-
deram ser estimados apds a 42 inje¢gadao de reforgo (figuras
3 e 4 respectivamente). Nessa ocasiao, o animal 285 ja
apresentava antissoro com titulo de 1:8, enquanto que O0sS
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demasly apresentavam antisgoros com titufo mais baixo, Jde
1:3, Foses TiItUlos aumentaram apbés as imuniZagles que su-
cederam  o0s perfodos de repouso, atingindo valores de 1:7
para 0 animal 163 apds & 22 e 0 118 refor¢os, de 1:8 ¢
1:9, respectivamente, poard 0% animals 249 ¢ 28 ap6s 6 6o
reforco e de 1:5 para 0 animal 146 apds sua recuperacao
(78 reforcoy.

Egse efeito do descanso sobre & producdo de an-
ticorpos Jja havidg sido verificado por Chapman e cols, (10D
em o Jumentos imunizados com IgG de coelho, que também apre-
sentaram tiLtuios mais elevados.

Quando que comparados com o0 antissoro de refe-
réncia RSL, observou-se que o0 antisgsoro do animnal 1486
apresentou curva de titulo semelhante 1090 apés a 48 jnje-
cho de reforco (figura 4), enquanto gque 0s ahtissoros dos
AN imdals 163 € 249 exibiram essa similaridade somente apés
0 62 retorco (figuras 3 &€ 5 regpectivamente). O animal 285
(firgura B6), que induzZiu mars precocemente & formaCiao  Jdos
anticorpos logo ap6s o 2% reforgo, revelou a partir do re-
forco seaguinte titulos até mais elevados do que aquele re-—
comendado pela RSL, de 1:5 (11>,

Entretanto, obsevando-se as figuras 4 e 6 pode-
s constatar a acentuasda queda ocorrida no tftulo dos an-
tissoros desses animais guando ddoeceram (curva 9 do ani-
mal 146) ¢ até wvieram a 6bito (cuva 8B do animal 285),
devido a urolitiase causada pela alimentaGao excliusiva com
raGéo.

aApesar desses Incidentes, foram obtidos degta
feita Imunessoros de carneiros contra IgG de coelno com
titulos supeériores aquele preparado anteriormente em nhos-
805 laboratbrios , seguindo um protocolo diferente 12) e
empregado com tfitulo de 1:1 na separacao de RIEs (12.13)

Esses antissoros devem ainda ser avaliados gquan-—
to s suag caracteristicas de precipitacadao: quantidade
ideatl de  s80ro carreador hao 1muhe e tempo €  temperaiura
necessdr10s para a precipitacao total.

FPortanto, 08 estudos referentes & sdua cCaracteri-~
zagdo estao sendo conduzidos, de forma a permitir o futuro
acondicionamento e distribuicao desse duplo anticorpo para
radioimunoensailo, produzido integralmente no pafs.
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CONCLUSOES

0s resultados obtidos neste trabalho permitem
concluir que:

1 =~ Confirmou-se & adequacado da IgG de coelho,
isolada e purificada em nossos laboratérios, para a indu=
cao de anticorpos especificos em carneiros,

2 = 0s ovinos procedentes do Instituto de Zoo-
techia da Secretaria da Agricultura de Sao0 Paulo, bem como
0 protocolo de imunizagcdo empregado, monstram-se muito
apropriados para a producdo de imunessoro contra IgG de
coelho.

3 - A alimentacdo a base de verde é fundamental
para a preservacao da salde do animal, devendo-se evitar o
fornecimento exciusivo de ragao.

4 =~ Pelo menos quatro injecoes de reforgo foram
necessérias para produzir boa resposta nos animais, que
foram incrementadas seguindo-se o0s per(odos de descanso.

5 - 0s imunessoros dos carneiros apresentaram
curvas de tftulo similares #aquejas exibidas pelo produto
importado dos EUA (RSL), revelando até t(tulos superiores
ao do antissoro comercial.

6 - A producao deste reagente biol6gico de RIE,
realizada integralmente no palis poderd ser efetuada em
maior escala, substituindo 0 emprego dos produtos importa-
dos.
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TABELA I ~ Identificacao e procedéncia dos ovinos emprega-

dos na produc¢do 4o segundo anticorpo.

Proced8ncia

s e  w n aet Ty G M . ap S et P S B . Wh O s 0 g M A S S R e S e S e e e A G e am e wm

Nome N&
Cacau 146
Cacto 163
Dadc 249
Cebilitado 285

Morada Nova

Morada Nova

Santa Inés

Santa Inés

X%

XX

X Posto de Ovinos e Caprinos de Itapetininga do IZSA.

XX Centro Estadual de Pesquisa Aplicada em Sericicultura

do IZSA.



13

TABELA II -~ Resultados dos exames hematoldgico <(protefl-
nas Lolais, albumina e hemograma) € parasito-

jégico de fezes dos ovinos,

Animal ng& 146 163 249 285
Examesy
PROTEINAS TOTAIS (g%) 6.3 5.9 5.6 5,6
ALBUMINA (g%) 3,0 2,6 2,7 3,2

SERIE VERMELHA:

Hemacias x 108/mm3 9,1 9,4 8,9 9,2
Hematoécrito (%) 33 33 31 34

Hemoglobina (4a%) 11,4 10,9 10,7 11,5
veM  (ud) 36,3 35,1 34,8 37,0
HCM  Cyy) 12,5 11,6 12,0 12,5
CHCM (%) 34,5 33,1 34,5 33,8

SERIE LEUCOCITARIA:

Leuc6citos x 103/mm3 9,1 4,3 5,9 5,0
Neutrdfilos:
segmentados (X) 62 34 39 54
Eosindfiios (%) 5 1 1 1
Linfécitos (%) 33 S7 54 43
Monécitos ¢%) u] 8 6 e
COCCIDIA
{(n2 de oocisto) 0 0 o 0
Sironguloidea sp
{ovos/g) 0 0 100 100
UCM Volume corpuscular médtio.

HCM
CHCM

Hemogliobina corpuscular média
Concentracao de hemoglobina corpuscular média.

nHnu



TABELA T1T - Resuitados ans exames hematoldgico (hemogra-
ma)y e parasitoiodogico de felesd JO8 0Vinos

146 ¢ 183, apods 0 6bito do ovino 249.

Animal n¢ 146 163
Eaumesy

SERIE VERMELHA:

Hemacias x  100/mm3 11,9 13,3
Hematdcrito (%) 34 45

Hemugiobina (9% 12,0 16,2
vem  (udd 28,6 33,8
HCM Cyy) 10,1 12,2
CHCM (%7 35,0 36,0

SERIE LEUCOCITARIA:
Leyc6Citos x 103/mn3 5,8 5,1

Neutrofilos:

segmentados (%) 38 7e
bastonetes (%> 0 1
Fosinofilos (%) 8 5
Bagofilos (%> 1 0
Linfocitos (%) 50 19
tronécitos (%) 3 3
COCCIDIA (n? de oocisto) 0 0
Sirongylaidea sn (ovos/g’ o o

- — - — - —— A - - A M m . S - e A v S e e e h am e b e e S S S e S G e T e G W G S e e A G e

UcM = Yolume corpuscular médio.
HCM = Hemoglobina corpuscular média.
CHCM = Concenhttrac3o de hemoglobina corpuscular média.
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Esquema de imunizagcdo para a producadc de antis-
soro anti-IgG de coelho nos ovinus identifica-
dos na tabela I. As setas indicam o perfodo das

injecdes primédria (P) e de reforco (R4 a
R12). Sao indicados na figura os wvolumes de
sangue colhidos dos animais. A |inha tracejada
indica o perfodo em que 0 ovino 146 - esteve

enfermo.
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FIGURA 3 -
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RECIPROCO DO TiTULO DO SEGUNDO ANTICORPO

curvas de titulo dos antissoros do ovino 163
obtidos nas sangrias dque sucederam as imuniza-
cbes de reforg¢o, indicadas pelos respectivos
ndimeros em |inhas contfnuas e do antissoro de
referéncia RSL em |inha trace jada.
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FIGURA 4 -

12 14 18
RECIPROCO DO TiTULO DO SEGUNDO ANTICORPO

Curvas de titulo dos antissoros do ovino 146
obtidos nas sangrias que sucederam as imuniza-
cbes de reforco, indicadas pelos respectivos
ndimeros em linhas continuas e do antissoro de
referéncia RSL em iinha tracejada.
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FIGURA 5 - Curvas de titulo dos antissoros do ovino 249

obtidos nas sangrias que suycederam as imunza-
¢o6es de reforco, indicadas pelos respectivos
nimeros em linhas contfihnuas e do antissoro de
referéncia RSL em linha trace jada.
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Curvasg de tftulo dos antissoros do ovino 28S
obtidos nas sangrias que sucederam as imuni-
zacdes de reforgo, indicadas pelos respectivos
nimeros em |inhas continuas e do antissoro de
refer&ncia RSL em | inha trace jada.

A curva B8A refere-se a primeira sangria reali-
zada apés a 82 injecao de reforco, enquanto
que a curva 8B refere-se a sangria realizada 30
dias apé6s, por ocasiao da morte do animal.



21

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1

BORGHI, V.C. Dosagens hormonais "in vitro" com
radioisétoposy, consideracdes 9gerais e andlise
crftica. Cienc. Cuit., 35 (10): 1456~66, 1982.

2 - BERSON, S.A.; YALOW, R.S. Kinectics of reaction
between insulin and insulin-binding antibody. ..
Clin. Invest., 36: 873-4, 1957.

3 - YALOW, R.S5.; BERSON, S.A. Assay of plasma insulin
in human subjects by immunological methods.
Nature (londond, 184: 1648-9, 1959.

4 - PIASENA, R.D.;y AIREY, P.L.;, GANATRA, R.D.s NOFAL, M.
Radioimmunoassay for human health in developing
countries. International Atomic FEnergy _Agency
Bulletin, 1: 5-9, 1889.

S - RATCLIFFE, J.G. Separation techniques in saturation
analysis. Br. Med. Bull., 30Q: 32-7, 1974.

6 - REICHMANN, C.E. ~ Conhtribuicfgo 20 estudo do duadro
Leucocitario sangufneo de ovinos (Qwis aries, L.)

normais. criados no estado de S3o  Paulo,

fluéncias de fatores i Sao
Paulo, 19872. (Tese de doutoramento, Faculdade de
Medicina Veterinaria e Z2ootecnia, Universidade
de S3ao Paulo) apud BIRGEL, E.H., BENEST, F.J.

Coords. Patologia clfinica wveterinédria. Sao Paulo,
Sociedade Pautlista de Medicina Veterinaria, 1382.
(Apostila Ae curso). p. 65

7 - SILVA, R.S.; BORGHI, V.C. Isplamento _e_ _purificacso
da_imunnglobulina (IgG) de caelho para a__producaa
de _segundo _anticorpa para radioimunoensain. Sao
Paulo, 1Instituto de Pesquisa Energéticas e
Nucieares, 1990. (Publicacdo IPEN 294).

8 - BORGHI, V.C.; BARTOLINI, P. Desenvolvimento da
técnica de radioimunoensaio para dosagem de
tireotrofina (TSH) em extratos hipofisarios

humanos. 1In: Endacrinologia e Metahologiaxz 1228
Congresso  de..., Recife/Olinda, PE, 7 a 12 de
setembro de 1986. p. 59.

9 - KRAUS, A.L.y WEISBROTH, S. H.; FLATT, R. E.j
BREWER, N. Biology and diseases of rabbits. In:
FOX, J. G.y COHEN, B. J. LOEM, F. M. eds.

Labaratory _animal amedicine. New York, N.Y.,
Academic Press, 1984. p. 206-40.



2Z

10

11

12

13

BORGHI, V.C.

CHAPMAN, R.S., MUNRO, A.C., TEMPLETON, J.G.,

FATORI, P. froduction of second antibody for
radiocimmunoassay. In: HUNTER, W.M., CORRIE, J.E.T.
eds. Immunoassay for clinical chemistry. London,
Churchil ]l Livingstone, 1983. p. 456-68.

RADIOASSAY SYSTEMS LABORATORIES, INC. RSL__2nd

antihandy. Carson, Ca., s.d. (Cataliog number 1830 -
ot 2R2MB6)

alteracdes do eixog hipotalamo ~ hipdfise -

tiredide na hipoproteinemia experimental em
ratos Wistar Albinos (Rattus narveaicusg

alhinug). Sao Paulo, 1978. (Tese de doutoramento,
Instituto de Biociéncias, Universidade de Séo
Paulo).

D ABRONZO, F.H.; HIGA, 0.Z2.; LAUDANA, A.A.; LIMA, S.

S. The 7so. called” somatomedin B and growth
hormone measured by radioimmunoassay in normal
and cirrhotic individuals. Horm. __Metabpol.
Res., A§: 435-8, 1984.



