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OBTENÇÃO DE HORMÔNIO FOLICULO ESTIMULANTE (FSH) HUMANO

MARCADO COM 1 2 5 I , PARA RADIOIMUNOEWSAIO*

Heidi Pinto, Rubens Schmidt Werner, Antonio Carlos Lerario,

Iracélia Torres de Toledo e Souza, Bernardo Léo Wajchenbeig e

Rômulo Ribeiro Pieroni

RESUMO

At Mapas fundamenta.» de marcação, purificação • controle sâo apresentadas, contittindo de:

a) Marcaçfo do Hormônio Foliculo Eit.mulant» pelo método de Hunter e Greenwood, modificado;

b) Purificação do hormônio marcado por cromatografw em coluna de exclui*) molecular, Sepnadex
G-75 previamente equilibrado em PBS (tampão foifato 0,05 M pH 7,5 contendo NaCI 0,14 M) O
hormônio purificado e eluido logo após as frações danificadas, mas antes do I livre

Assim obtemos FSH- ' " l , sern iodação «xcewva, para que a imunorreatividade não fique comprometida
Sempre optamos por frações de FSH- l í 5 l com pureza igual ou superior a 75%

INTRODUÇÃO

O desenvolvimento de métodos radioimunológicos para os hormônios glicoproteicos, FSH, LH,

TSH e HCG, teve por finalidade sua caracterização imunoquímica e a investigação do mecanismo de sua

secreção em condições normais e patológicas

O radioimunoensaio de hormônios glicoproteicos segue os princípios gerais descritos por Ya'owe

Berson181 Entretanto, numerosos problemas tiveram que ser resolvidos e entre eles está a qualidade do

traçador, pois uma superiodação influi diretamente na qualidade imunológica.

O fenômeno químico que pode ocorrer durante a iodação tem sido amplamente estudado; o iodo

pode ser envolvido em reações de substituição no anel benzênico dos resíduos tirosil, nos grupos

imidazólicos da histidina e nos grupos indólicos do triptofano'7 ' ou também pode oxidar resíduos de

cistina e cisteina'1'

Outras reações de oxidação e substituição podem acontecer devido a outros grupos de

amíno-ácidos, normalmente presentes nas proteínas17 " . Para se obter proteínas marcadas com ) 7 ! I nSo

modificadas biologicamente, é necessário não somente evitar alterações na estrutura devido a processos

oxidativos, mas também introduzir o mínimo possível de átomos de iodo na molécula proteica'4 ' .

De fato, estudos recentes'3 6 ' tem reconhecido que o comportamento imunologico das gama

globulin», iodadas nos resíduos tirosil, mudam progressivamente com o aumento do conteúdo de iodo, o

que torna essencial um controle para obter uma boa marcação

As etapas fundamentais das técnicas de marcação e purificação sSo as seguintes:

- Para marcação do hormônio pelo método de oxid&ção pela CloraminaT de Hunter e

(*) Trabalho realizado na Coordenador ia da Aplicações de RadiOisotopos a Rad>açóai a Medicina, Setor Radiomunojniaio
do instituto de Energia Atômica de Slo Pauio SP - Brai



Grmnwoodl5) modificado por Yalow e Berson<*>, devemos considerar que o FSH hipof isário humano tem
PM de 35000 e 6 resíduos tirosil, e a atividade específica é calculada para uma média de um átomo de iodo
por molécula de hormônio. Para o FSH usamos atividade especifica de 40 a 70 mCi/mg.

O radioelemento usado é o 1 2 5 I , associando as vantagens de uma emissSb radioativa de baixa
energia com uma meia vida relativamente longa (60 dias).

A marcação deve ser efetuada em meio neutro ou levemente alcalino pois o potencial de oxidacSo

do iodo diminui com o aumento do pH.

Apesar dos cuidados utilizados no processo de marcação é impossível impedir a presença de frações
marcadas danificadas e iodo livre191.

É pois necessário, proceder-se a uma purificação prévia antes de empregar o hormônio marcado,
para livrá-lo de componentes danificados e do iodo livre.

- Na purificação, utilizamos f iltracfo em coluna de Sephadex G-75 e as frações tio eluidas com
PBS (tampffo fosfato 0,06 M pH 7,6 contendo NaCI 0,14 M) e as frações danificadas sfo eluidas no início, o
hormônio indene logo a seguir, sendo o iodo (átomo nfo reativo retido por mais tempo, em conseqüência
do seu tamanho126 >.

MATERIAL E MÉTODOS

MATERIAL RADIOATIVO

O ' 2 s I foi obtido da Union Carbide Corporation, sob a forma de odeto de sódio, preparado
especialmente para iodaçáo de proteínas. O N a l 3 í l se apresenta em meio ligeiramente alcalino e
totalmente livre de agentes redutores com uma atividade específica variando entre 200 e 565 mCi/ml.

FSH PARA IODAÇÂO

LER-1675 C, obtido de hipófises humanas, por gentileza da National Pituitary Agency, Bethesds,
Maryland.

REAGENTES

Utilizamos Cloramina T (Merck) na concentração de 1 mg/ml em tampio fosfato de sódio
0,06 M pH 7,5; Metabissulf ito de sódio (Cario Erba) como agente redutor na concentraçto de 2,6 mg/ml,
no mesmo tampio

MÉTODO DE MARCAÇÃO

O método utílUado foi o preconizado por Hunter e Greenwod181, com modificações. A principal
modificação consiste em desenvolver o ensaio a 4°C usando 2 Mg de Cloramina T por jug do hormônio e
reduzindo o tempo de expoiiçlo para 20 segundos, até a adição de metabissulf Ho de sódio.

As quantidades de hormônio proteico, iodo radioativo e agente oxidante (Tabela I) sfo calculadas
para que haja o mínimo de substituição inespecífica (no máximo 1 átomo de iodo para uma molécula de
hormônio proteico), pois, um excesso de iodaçfo prejudica a imunorreatividade do hormônio (Tabela II).



Tabelai

Marcação do FSH Hipofisário Humano (LER-1575 O c o m l ! S l . "

25 (i\ de FSH (2,5 jug/25 fíl em tampão fosfato 05 M pH 7,4)

25 Ml de tampão fosfato 0,5 M pH 7,4

0,25 mCi de ! 2 ' I sob a forma de Na-12SI (1 a 3 v\)

5 fii de Cloramina T (10 mg/10 ml de tampão fosfato 0,05 M pH 7,4)

Agitar por poucos segundos

50 pi de Metabissulfito de sódio (25 mg/10 ml de tampão fosfato 0,05 M pH 7,4)

Agitar

100 pi de tampão fosfato 0,05 M pH 7,5 com 10% de plasma de banco de sangue corado com
azul de bromophenol).

Homogenizar

Transferir para o topo da coluna de purificação.

* Esta reação fo> realizada a 4°C, para evitar maior quantidade de degradação da molécula.

Tabela II

Diferenças no Comportamento Imunorreativo do FSH-1 '51, marcado com
Diferentes Quantidades de Cloramina T.

Data
lodaçSo

18.02.74
07 03.74
16 04.74
0305 74
13.0574

Clo^amina*
T

20 yg
15 W
30 yg
10 yg
5pg

Atv esp da
marcação

45 mCi/mg
55 mCi/mg
42 mCi/mg
41 mCi/mg
50 mCi/mg

% de ligação
Ag-Ab

18
26
10
38
52

* A quantidade oe FSH usada foi sempre Constance {2.

PURIFICAÇÃO DO HORMÔNIO MARCADO

O preparado iodado foi submetido á purificação em coiuna de SephadexG75 O Sephadex foi

previamente entumescido com PBS (tampão fosfato 0,05 M pH 7,5 contendo NaCI 0,14 M) por vários dias

fiir. geladeira, com agitação constante Após extração das bolhas, a vácuo, foi preparada uma coluna de

1 xBOcrn, usandose o coletor de frações refrigeradoLKB. Após empacotamento, passamos 2,5ml de

BSAPBS 5% (PBS contendo 5% de soro albumina bovina) para evitar adsorções do hormônio ao vidro e ao



Sephadex e lavamos exaustivamente com PBS mantendo-a refrigerada por 24 horas. Após este tempo, a
coluna está pronta a receber o FSH mareado que será eluido com PBS, coletando-se frações de 1 ml, sendo
o fluxo regulado por uma bomba peristáltica a fim de conseguirmos 5 qotas por minuto.

Os tubos têm suas atividades determinadas em contador Gama de poço (Searle) e os picos de
atividade são identificados (Figura 1). A marcação é considerada boa quando temos 50% de incorporação de

0 grau de pureza (percentagem de FSH-12SI indene) de cada tubo foi testado usando-se talco
(Gold Leaf Co.) na quantidade de 200 mg recoberto com 0,1 ml de plasma humano, como adsorvente do
hormônio marcado indene. Identificados assim, os tubos contendo maior percentagem de FSH-12 51 indene,
são então separados.

no r w - m i HAUCAT» I* n.owt v «i.-»mi»«t» c-n.
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Figura 1



ATIVIDADE IMUNOLÓGICA

Após marcação e purificação, a fraçSo mais pura eluida do Sephadex G-75 é incubada com o

antisoio especifico, preparado em coelhos i.nunizados contra hormônio foi leu Io estimulante humano

adsorvido com HCG, que nos foi fornecido também pela National Pituitary Agency. Após incubação, o

FSH-1 2 51 ligado ao anticorpo deve ser separado do FSH-12SI não reativo o que foi feito usando-se um

segundo anticorpo, anti-gama globulina de coelho, preparado em carneiros. Após incubacâo com o segundo

anticorpo, centrifugamos o precipitado contendo o complexo antígeno marcado-anticorpo é contado em

contador gama de poço (Searle Nuclear). Para que o hormônio marcado seja considerado imunotógicamente

reativo devemos ter 50% da radioatividade total no precipitado (Tabela III).

Tabela III

IncubaçSo Prévia ce Frações de FSH-1 2 5 1 , Elufdas do Sephadex 6-75,

com mais de 75% de Pureza

N<? Tubo

1

2

3

4

5
6

7

8
9

BSA-PBS1%

0,4 ml

0,4 ml

0,4 ml

0,2 ml

0,2 ml

0,2 ml

0,1 ml

0,1 ml

0,1 ml

FSH-125I

2 x 105cpm

0,1 ml

0,1 ml

0.1 ml

0,1 ml

0,1 ml

0.1 ml

0,1 ml

0,1 ml

0,1 ml

Anti-FSH'

1 :1000

-

-

-

—

-

0,1ml

0,1ml

0,1 ml

Anti-globul."

1 : 2

_

—

-

0,1ml
0,1 ml

0,1 ml

0,1 ml

0,1 ml

0,1 ml

% ligação"*

_

-

-

10%

11%

9%

34%

37%

33%

* Incubar 5 dias a 4°C

" Incubar 24 horas a 4°Ç

" • Centrifugar 30* a 3500 rpm

RESULTADOS

trabalho.

Damos a seguir, tabelas demonstrativas dos resultados obtidos nas diferentes fases de nosso

i,

- Marcação do FSH com ' 2 5 1 .

A Tabela I reúne os passos principais do método de marcação.

- Comportamento imunorreativo do FSH-1 * ' I usando quantidades crescentes de Cloramína T,

A Tabela II consigna as percentagens de ligação em diferentes ensaios (complexo Ag-Ab formando
o precipitado do tubo de incubação).



- Atividade >munológica do hormônio marcado.

A Tabela i l l reúne os dados percentuais de radioatividade, portanto \'o complexo Ag-Ab, nos

precipitados

- Purificação do FSH- ' : ' I

A figura 1 apresenta os picos de radioatividade e pureza obtidos na purificação do hormônio

folículo estimulante marcado com iodo radioativo, em Sephadex G 75

DISCUSSÃO

Discutiremos, agora, os resultados obtidos nas diversa fases de nosso trabalho.

A radioiodação pelo método de Hunter e Greenwood, usando a CloraminaT normalmente
emprepado para substituição de iodo na molécula proteica, pode induzir uma iodação não somente nos
radicais tirosila mas também fenômenos oxidativos, que podem modificar extremamente a estrutura e"as
propriedades imunológicas da proteína

Por outro lado, devemos considerar a característica do método que é a reação efetuada em
pequenos volumes e concentrações altas, uma vez que trabalhamos com hormônios hípof isários de difícil
obtenção Outra vantagem, é que podemos efetuar a reação de substituição em poucos minutos e sem
necessidade de aparelhagem sofisticada.

A purificação do hormônio proteico marcado é condição primordial para que possamos tê-lo
indene, livre de resíduos degradados e iodo não reativo e o Sephadex G 75 foi o que apresentou melhor
resolução para o FSH

Podemos associar dois sistemas de purificação, usando dois géis diferentes, tais como, gel de amido
e gel sephadex. ou gel sephadex egel de poliacrilamida e cem isto obtemos hormônios puríssimos, mas com
pouquíssima radioatividade

0 teste de pureza é feito usando talco em tableres (Gold Leaf Co.), como adsorvente do FSH 1 2 51
indene, na quantidade de 200 my que é o que melhor substituiu o método clássico da cromatoeletroforese
em papel Whatmann n° 3 MC
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ABSTRACT

An efficient labeling of human Follicle Stimulant Hwrnont. it eiiential to development of wnittive
radioimmunoatieyf, lod.nanon oy Chioramine T method frequently n subject to severe lodination dctnege and tome
preparation» are unaeeetabfe for radio.mmunoaHayi Modification! to the Hunter method, changing incubation time,
reaction temperature and reducing Chkvamine T amount uted in the reaction, were performed in obtaining a more
effective labeling FSH- 'I fraction obtained from SephadexG75 column purification preiented excellent
immunoreactivity und quality cont'ol of the «apt of the reaction oVno/MVé* «pi high percentage (90%) of intact Fo'iicle
Stimulant Hormone ,-< , / /
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