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RESUMO
As stapas fundamentas de marcacdo. purificagdo e controle S0 apresentadas, consistindo de:
a) Marcaclo do Horménio Foliculo Esumulsnte pelo método de Hunter e Greenwood. modificado;

b} Purficagio do horménio marcado por cromatografie em ccluna de exclusSo moieculsr, Sephadex
G-76 previamente equilibrado em PBS (tampdo fosfato 0,05MpH 7,6 contlll;lb NaCi 0,14 M). O
horménio purificado ¢ eluido logo apos as fragdes denificadas, mes entes do 51 livre.

Assim obtemos FSH.!2%), sem iodagdo excessva, para que 8 imunorreatividade ndo fique comprometida.
Sempre optamos por fragles de FSH.'%%1 com pureza wgual ou superior 8 75%

INTRODUGAO

O desenvolvimento de metodos radioimunolbgicos para os hormonios glicoproteicos, FSH, LH,
TSH e HCG, teve por finalidade sua caracterizagdo imunoquimica e a investigacdo do mecanismo de sua
secrecdo em condigBes normais e patologicas

O radioimunoensaio de horménios glicoproteicos seque os principios gerais descritos por Ya'ow e
Berson ‘8! Entretanto, numerosos problemas tiveram que ser resolvidos e entre eles estd a qualidede do
tragador, pois uma superiodag3o influi diretamente na quaiidade imunolbgica.

O fendmeno quimico que pode ocorrer durante a ioda¢3o tem sido amplamente estudado; o iodo
pode ser envolvido em reagdes de substituicBo no anel benzénico dos res(-uos tirosil, nos grupos
imidazolicos da histidina e nos grupos indélicos do triptofano!?) ou também pode oxidar resfduos de
cistina e cisteina’1)

Outras reacdes de oxidagdo e substituicdo podem acontecer devido a outros grupos de
amino-écidos, normalmente presentes nas protsinas!’- 1), Para se obter proteinas marcadas com: '?* | nfo
modificadas biologicamente, é necessirio ndo somente evitar alteragBes na estruiura devido a processos
oxidativos, mas tambem introduzir o minimo possfvel de atomos de iodo na molécula proteica(‘”.

De fato, estudos recentes3.6' tém reconhecido que o comportamento imunolégico das gama
globulines, iodadas nos resfduos tirosil, mudam progressivamente com o aumento do conteGdo de iodo, o
que torna essencial um centrole pera obter uma boa marcacdo

As etapas fundamentais das técnicas de marcac3o e purificacdo s8o as seguintes:

~ Para rmarcagBo do horménio pelo metodo de oxidug3o pela Cloramina ¥ de Hunter e

(*) Trabalho reafizado na Coordenadora de Apicacies de Radioisotopos & Rad«acSes a Medicna, Setor Rediomunoanssio
do Instituto de Enargia Atdmica de S8o Pauto SP — Bras:'



Greenwood'S) modificado por Yalow e Berson'8), devemos considerar que o FSH hipofisério humano tem
PM de 35000 e 6 residuos tirosil, e a atividade especifica é calculada para uma média de um étomo de iodo
por molécula de hormdnio. Para o FSH usamos atividade especifica de 40 a 70 mCi/mg.

O radioslemento usado é o !25|, associando as vantagens de uma emiss§o radioativa de baixs
energia com uma meia vida relativamente longa (60 dias).

A marcaciio deve ser efetuada em meio neutro ou levemente alcalino pois o potencial de oxidaco
do iodo diminui com 0 aumento do pH.

Apesar dos cuidados utilizados no processo de marcacdo é impossivel impedir a presenca de fracBes
marcadas danificadas e iodo livrel®).

E pois necessirio, proceder-se a uma purificac#o prévia antes de empregar 0 hormdnio marcado,
para livré-lo de componentes danificados e do iodo livre.

-~ Na purifica¢Bo, utilizamos filtracio em coluna de Sephadex G-75 e as fracSes s¥o eluidas com
PBS (tampdo fosfato 0,06 M pH 7,6 contendo NaCl 0,14 M) & as fracSes danificadas slo eluidas no infcio, o
horménio indene logo a seguir, sendo o iodo (§tomo n¥o reativo retido por mais tempo, em ronseqidncia
do seu tamenho!2.6),

MATERIAL E METODOS

MATERIAL RADIOATIVO

O '25] foi obtido da Union Carbide Corporation, sob a forma de iodeto de sédio, preparado
especialmente para iodacdo de proteinas. O Ne-'2°| se apresenta em meio ligeiraments alcalino e
totalmente livre de agentes redutores com uma atividade especifica variando entre 200 e 566 mCi/mi.

FSH PARA IODAGAO

LER-1575 C, obtido de hipbfises humanas, por gentileza da National Pituitary Agency, Bethesds,
Maryland.

REAGENTES

Utilizamos Cloramina T (Merck) na concentracdo de 1 mg/ml em tampdo fosfato de sddio
0,05 M pH 7,6; Metabissulfito de sodio (Carlo Erba) como agente redutor na concentracio de 2,5 mg/ml,
no mesmo tamplio

METODO DE MARCACAO

O método utilicado foi o preconizado por Hunter e Greenwod!8), com modificag8es. A princigel
modificaclo consiste em desenvolver o enssio @ 4°C usando 2 up de Cloramina T por ug do hormdnio e
reduzindo o tempo de exposiclo para 20 segundos, até a adico de metabissulfito de sédio.

As quantidades de hormbnio proteico, iodo radioativo e agente oxidante (Tabeis |) slio calculadas
para que haja » minimo de substituiclo inespacifica (no méximo 1 4tomo de indo para uma molécula de
hormdnio proteico), pois, um excesso de iodagBo prejudica a imunorreatividade do horménio (Tabela 11).



Tabela |

125|l

Marcagio do FSH Hipofisario Humano (LER-1575 C) com

25 pl de FSH (2,5 1g/25 pl em tamp§.o fosfato 05 M pH 7,4)

25 ul de tampdo fosfato0SMpH 74

0,25 mCi de ! **Isoba forma de Na-' **| {1 a3 i)

5 ui de Cloramina T (10 mg/10 m| de tamp#o fosfato 0,06 M pH 7.4)
Agitar por poucos segundos

50 p1 de Metabissulfito de sodio (25 mg/10 mi de tamp3o fosfato 0,05 M pH 7,4)
Agitar

100 u) de tampdo fosfato 0,056 M pH 7,5 com 10% de plasma de banco de sangue corado com
azul de bromophenot).

Homogenizar

Transferir para o topo da coluna de purificagdo.

* Esta reagdo for realizada a 4°C, para evitar maior quantidade de degradac3o da molécula.

Tabela Il

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

Data Cloramina” Atv esp da % de ligagdo
lodagdo T marcacdo Ag-Ab
18.02.74 20 vg 45 mCi/mg 18
07.03.74 15 pg 56 mCi/mg 26
16 04.74 30 g 42 mCi/mg 10
03.0574 10 ug 41 mCirmg 38
13.06.74 5ug 50 mCi/mg 62

* A quantidade ce FSH usada foi sempre constante {2.5 ug)

PURIFICAGCAO DO HORMONIO MARCADO

O preparado 1odado foi submetido & purificagdo em coiuna de Sephadex G75 O Sephadex foi
previamente entumescido com PBS (tampfo fosfato 0,05 M pH 7 5 contendo NaCl 0,14 M) por vérios dias
em geladeira, com agitacdo constante. Apos extragdc das bolhas, a vécuo, foi preparada uma coluna de
1 xB0cm, usando-se o coletor de fragdes refrigerado LKB. Apés empacotamento, passamos 2,6 mi de
BSA-PBS 5% (PBS contendo 5% de soro albumina-bovina) para evitar adsor¢Ses do horménio ao vidro ¢ ao
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Sephadex e lavamos exaustivamente com PBS mantendo-a retrigerada por 24 horas. Apds este tempo, a
coluna esta pronta a receber o FSH inarcado que ser4 eluido com PBS, coletando-se fracoes de 1 m|, sendo
o fluxo regulado por uma bomba peristaitica a fim de conseguirmos 5 qotas por minuto.

Os tubos tém suas atividades determinadas em contador Gama de pogo (Searle) e os picos de
atividade s3o identificados (Figura 1). A marcag3o & considerada boa quando temos 50% de incorporac3o de

12¢
2.|.

O grau de pureza (percentagem de FSH-'2%| indene) de cada tubo foi testado usando-se talco
(Gold Leaf Ca.) na quantidade de 200 mg recoberto com 0,1 ml de plasma humano, como adsorventa do
hormdnio marcado indene. Identificados assim, os tubos contendo maior percentagem de FSH-! 25 | indene,
s30 entdo separados.
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ATIVIDADE IMUNOLOGICA
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Apbs marcacdo e purificag3o, a fracio mais pura eluida do Sephadex G-75 € incubada com o
antisoro especifico, preparado em coelhos imunizados contra hormonio folfeulo estimulante humano
adsorvido com HCG, que nos foi fornecido também pela National Pituitary Agency. Apés incubagdo, o
FSH-'?%1 ligado a0 anticorpo deve ser separado do FSH-' %1 ndo reativo o que foi feito usando-se um
segundo anticorpo, anti-gama globulina de coelho, preparado em carneiros. Apds incubag3o com o segundo
anticorpo, centrifugamos o precipitado contendo o complexo antigeno marcado-anticorpo é contado em
contador gama de pogo (Searle Nuclear). Para que 0 hormdnio marcado seja considerado imunoldgicamente
reativo devemos ter 50% da radioatividade total no precipitado (Tabela 111).

Tabela 1)

Incubagdo Prévia e Fracdes de FSH-' 2% |, Elufdas do Sephadex G-75,

com mais de 75% de Pureza

N° Tubo BSA-PBS 1% FSH-'25 Anti-FSH* Anti-globul."® % ligagdo""*
2 x 10%cpm 1:1000 1:2
1 0,4 m! 0,1 ml - - -
2 0.4 mi 0,1 ml - - -
3 04mi 0,1ml - - -~
4 02mi 0,1 ml - 0,7 ml 10%
5 0,2 mi 0,1 mil - 0,1 ml 1%
6 0,2 mi 0.1 ml - 0,1 ml 9%
7 0.1 mi 0,1 mi 0,1 ml 0,1 mi 34%
8 0,1 mi 0,1ml 0,1 mi 0,1mi 37%
9 0,1 ml 0,1 ml 0,1mil 0,1mi 33%

*  Incubar 5 dias a 4°C
** Incubar 24 horas a 4°C
*** Centrifugar 30’ a 3500 rpm

RESULTADOS

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

trabalho.
— Marcac3o do FSH com 2%y,

A Tabela | reune os passos principais do método de marcagdo.

— Comportamento imunorreativo do FSH-' 2% | usando guantidades crescentes de Cloramina T,

A Tabela || consigna as percentagens de ligag3o em diferentes ensaios (complexo Ag-Ab tormando

o precipitado do tubo de incubac¢o).



~ Atividade rmunoiégica do hormanio marcado.

A Tabela ill reune os dados percentuais de radioatividade, portanto ‘o complexo Ag-Ab, nos
precipitados

— Purificagdo do FSH-' %1

A figura 1 apresenta os picos de radioatividode e pureza obtidos na purificacdo do horménio
foliculo estimulante marcado com iodo radioativo, em Sephadex G-75.

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

A radioiodag3o pelo método de Hunter e Greenwood, usando a Cloramina T normaimente
emprepado para substituicdo de iodo na molécula proteica, pode induzir uma ioda¢io ndo somente nos
radicais tirosila mas também fenémenos oxidativos, que podem modificar extremamente a estrutura e°as
propriedades imunoldgicas da proteina

Por outro lado, devemos considerar a caracteristica do método que € a reagdo efetuada em
pequenos volumes @ concentragdes altas, uma vez que trabalhamos com horménios hipofisdrios de diffcil
obtengdo Outra vantagem, é que podemos efetuar a reacdo de substituigdo em poucos minutos e sem
necessidade de aparelhagem sofisticada.

A purificagdo do hormdnio proteico marcado é condi¢io primordial para que possamos té-lo
indene, livre de resfduos degradados e iodo ndo reativo e o Sephadex G-75 foi o que apresentou melhor
resolugdo para o FSH

Podemos associar dois sistemas de purificagdo. usando dois geis diferentes, tais como, gel de amido
e gel sephadex. ou gel sephadex e gel de poliacrilamida e com isto obtemos horménios purissimos, mas com
pouquissima radioatividade

O teste de pureza € feito usando talco em tabletes {Gold Leaf Co.), como adsorvente do FSH.' 251
indene, na quantidade de 200 my que & 0 que melhor fubstituiu o método clissico da cromatoeletroforese
em papel Whatmann no 3MC
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ABSTRACT

An efficient ‘abeing of human Folticie Stunulant Hormone, 18 essential to development of sensitive
radioimmunoassays, loamation by Chloramine T method frequentiy 15 subject to severe rodination demage and some
preparations ere unaccetable for radiormmunoassays Modifications to the Humter method, changing incubstion time,
reaction temperature and rfq:cnng Chloramine T amount used in the reaction, were performed in obtaining a more
glfcctwe labeling FSH. "’ fraction obtaned from SephadexG-76 column purification presanted excelient
immunoreactivity and quality controi of the staps of the reaction dbmonewwinl el high percentage (90%) of intact Foticle
Stimulanmt Hormone fod
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