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INTRODUCAO

O principal fendmeno fisioldgico que le-
va a altera¢des na secregdo de paratormd-
nio (PTH) é a variacdo dos niveis séricos

de cdlcio. A hipocalcemia desencadeia a li-,

beracgo de PTH pelas células tiroidea-
nas normais e pode ser induzida in vivo pe-
la infusio de um agente quelador de cal-
cio, como o dcido etilencdiaminotetracéti-
co (EDTA), e usado para a avahafao da res-
posta secretéria das glindulast?),

O merabolismo do P1H € bastante com-
plexo, e além da forma inteira, de 84 ami-
nodcidos, diversos tipos de fragmentos, pre-
dominantemente carboxiterminais, circu-
lam no plasma®. A porgio biclogicamen-
te ativa do PTH est4 contida na sua seqiién-
cia aminoterminal®®, e os ensaios basea-
dos em anticorpos que reconhecem essa
por¢do da molécula reconhecidamente me-
dem as formas biologicamente ativast 19,

Estudos usando modelos in vitro'® ou
modelos animais{'? mostraram que varia-
¢oes dos niveis de cdlcio induzem a varia-
¢oes dos nivels de PTH inversamente rela-
cionados e que obedecern a um modelo sig-
moidal de secregiio. Tal fendmeno ainda
ndo foi bem caracterizado em humanos,
principalmente porque a maioria dos estu-
dos de infusdo de EDTA se basearam em
ensaios de PTH de especificidade ?redomi-
nantemente carboxiterminal® 1

Nés desenvolvernos um ensaio altamente
especifico para a por¢do aminoterminal do
PTHY®), que no entanto apresentava uma
limitagdo de sensibilidade (aproximada-
mente 10pmol/1) que nZo permitia a me-
dida dos niveis de PTH basais em indivi-
duos normais, restringindo o uso do refe-
rido ensaio para o diagnostico de condigdes
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de hirperparatiroidismo. Com algumas mo-
dificagbes técnicas descritas neste trabalho,
tornamos o ensaio muito mais sensivel, €
0 empregamos para o estudo e padroniza-
¢do da resposta de individuos normais & hi-
pocalcemia induzida pela infusdo endove-
nosa de EDTA.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado em 10 individuos
voluntdrios normais, apés estes conhecerem
cunplciuu:hlt: o pimcuuuuuu & yguc sci 1auil
submetidos. O protocolo de trabalho havia
sido previamente aprovado pelo Comité de
Controle Etico de Pesquisas Clinicas “in
Anima Nobili” da Escola Paulista de Me-
dicina. Os individuos eram sabidamente sa-
dios, ndo faziam uso de qualquer medica-
¢ao ha pelo menos um meés, sendo que a
faixa ctdria do grupo variou de 26 a 45
anos, sendo sete do sexo feminino e trés do
sexo masculino. Os testes tiveram inicio en-
tre 8:00 e 8:30 horas, com duragido de 180
min. Durante os primeiros 60 min foram co-
lhidas amostras basais de 10 em 10 min,
sendo entdo iniciada infusio, com bomba
de infusdo (Harvard Appdmtus Compact

" Infusion Pump), de uma soiugio de ED-
TA dissédico (Titriplex 1, Merck Indus-
trias Quimicas, Rio de Jane:ro) na dose de
30mg/kg/peso, lidocaina 2% (Ceme) na
dose de 2,7mg/kg e soro glicosado a 5%
em volume suficiente para completar 200mi
de solugido. Esta solugdo era infundida a
uma velocidade de 1,66ml/min durante os
120 min restantes do teste. Amostras foram
colhidas a cada 10 min, sendo o soro sepa-
rado e armazenado a -20°C até a ocasido
das dosagens hormonais e bioquimicas.

As dosagens de cdlcio total foram fei-
tas com método colorimétrico (Ca-Color,
Wiener Lab. Buenos Aires, Argentina), sen-
do todas as dosagens {eitas em duplicata,
e o coeficiente de variagdo intra-ensaio ob-

tido foi da ordem de 4%. As dosagens de

PTH foram feitas utilizando-se um radio-
imunoensaio aminoterminal especifico de-
senvolvido em nossos laboratorios!®, mo-

dificado com o intuito de se conseguir
maior sensibilidade. Tais modificagoes.
basearam-se no emprego, como tracador, de
um peptideo sintético [Tyri]-hPTH-(1-34),

produzido pelo laboratdrio Bachem Inc.,

California, EUA. Tal peptideo, apds mar-

cagao com lodo-125 pela técnica da clora-

mina T4, foi purificado num sistema de
Croiaiogiaiid liquida de alta periormarn-

ce {HPLC) em fase reversa (Waters Chro-

matography Division, Milford, Ma., EUA,

modeio 510) com 0 emprego de uma colu-

na de microbondapack C-18, utilizando co-

mo eluente acetonitrila em dgua em con-

centragoes crescentes (25 a 50%) comanda-

das por um gerador de gradiente (Solvent

Programmer Mod. 660, Waters). Na Fig. |

estd representado um perfil de eluigdo de

uma marcagio como a descrita, sendo iden-
tificados quatro picos distintos; o estudo

dos mesmos mostrou ser o de n!’ 3 o que

apresentou consistentemente maior capaci-

dade de ligagao e menor ligagao inespeciii-

ca. O emprego de tal tragador permitiu a

utilizagio do anti-soro G6 num titulo linal

de 1/6.000, cerca de duas vezes superior ao

originalmente descritot®. O métedo assim

maodificado apresentou uma dose minima

detectavel de2,4pmol/ 1, ¢ um cocficiente
de variacio interensaio da ordem de 7,4%

para um soro de valor médio de 8, 5pmol/Il

e de 7,1% para um soro de valor médio de

15pmoi/1 O coeficiente de vanagdo in-

traensaio mostrou-se nferior a IU% para

as concentragoes de PTH de interesse (3 a

30pmol/1).

Para o ajuste dos dados das curvas pa-
drio dos radioimunoensaios de PTH em-
pregamos um programa logistico de qua-
tro parametros, que fornece também o per-
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Fig. 1 — Perfil de eluicdo obtido pela aplicagdo dos produtos de marcagio do peptideo [Tyr 1)-
hPTH-(1-34) com '**I num sistema de HPLC (ver detalhes no textio). A reta que atravessa o perfil
representa as concentragBes crescentes de acetonitrila. O pico | corresponde ao 2l ndo-

incorporado e o Il foi o utilizado no ensaio.

fil de precisio do ensaiol!¥. As fungoes
analiticas para ajustamento dos dados das
concentragdes de cdlcio e PTH foram sele-
cionadas empiricamente, procurando-se
atender aos compromissos de adequagio
dos pontos experimentais com a simplici-
dade algébrica. As expressGes adotadas
encontram-se representadas e explicadas na
Fig. 2, onde, no caso do cilcio, “lamhbda”
representa a constante de decremento, T re-
presenta o tempo relativo da amostragem
expresso em minutos e “e¢” é o numero da
base dos logaritmos neperianos; no caso do
PTH, *“alfa” ¢ a constante de incremento
da concentragio de PTH expressa em mi-
nutos e “Q” representa o incremento md-
ximo de PTH desde o valor basal (média
das sete amostras basais) até o novo nivel
assintoptico de equilibrio do P i durante
a‘infusao continua de EDTA. Para o estu-
do das correlagdes entre os pares de valo-
res de calcio e PTH utilizamos uma corre-
lagdo linear.

RESULTADOS

Nas amostras basais obtidas, um total
de 70, sendo sete de cada um dos 10 indi-
viduos, obtivemos valores de PTH que va-
riararn entre 3,4 e 11,4pmol/1, com média
2 desvio padrao de 6,9 +1,7pmol/1. Para
o cdlcio os valores variaram entre 8,3 e
10,Img/ml, com média + desvio padrido de
9,3 £ (0,2mg/dl, valores compativeis com
os anteriormente publicados para o
método®). Nao observamos variagdes sig-
nificativas nem de cdlcio nem de PTH nas
amostras basais de, cada individuo, demens-
trando que, pelo menos no tempo estuda-
de, 0s nivels sio estdveis, sem a observagio
de picos secretorios de PTH. Nenhuma das
provas precisou ser interrompida e nenhum
voluntdrio apresentou sintomas conseqiien-
tes & hipocalcemia provocada. Com exce-
¢do de um individuo, todos relataram dor
no local da infusdo, com irradiagio até o
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cavo axilar, que teve inicio cerca de 10 min
apés o inicio do teste, melhorando apds
aproximadamente 30 min. Os valores de
PTH e célcio total obtidos durante a infu-
sio de EDTA encontram-se nas Tabelas 1
e 2, respectivamente. A média do decremen-
to do cdlcio em relagido ao basal foi de 1,8
2 0,4mg/dl, variando de 1,3 (-14,4%) a 2,5
(-26%) mg/dl. A constante de decremento.
“lambda’ do cdlcio obtido para as médias
de tempo foi de -0,001603 e a representa-
¢do grafica da equagio composta com 0s
dados médios, segundo o modelo matema-
tico ja descrito, encontra-se na parte supe-
rior da Fig. 3. Quanto aos valores de PTH
encontrados durante a infusdo de EDTA,
encontramos um incremento médio de
141,2%, com variacdo entre 75 € 229% en-
tre os diferentes individuos. A equacdo
composta com os dados médios obtidos, se-
gundo o modelo ja descrito, encontra-se na
parte inferior da Fig. 3. Calculamos tam-
bém o chamado T-critico, ou seja, o tempo

a partir do qual ja se evidenciava um au-
mento significativo dos niveis de PTH, scn-
do que encontramos uma variagao entre 2,4

e 15,8 min, mostrando que em 70% dos in-

dividuos jd sc observava uma elevagao sig-
nificativa do PTH na primeira coleia apos
o inicio da infusdo, isto € no tempo 10 nun.
Por ocasido da segunda coleta, aos 20 min,
todos os individuos j4 apresentavam eleva-

Ao significativa dos niveis desse hormonia.

ncontramos uma correlagdo linear signi-
ficativa (r = <0,9267), inversamente propor-
cional, entre os valores médios de PTH ¢
de cdlcio durante a infusio. Essa correla-
¢do ¢ expressa pela equagio PTH =
49,14,3.Ca, sendo que, em média, uma que-
da de 1,0mg/dl no nivel de cdlcio corres-
pondeu a uma elevagdo de 4,3pmol/I no ni-
vel de PTH.

DISCUSSAO

O uso do EDTA como indutor de hipo-
calcemia é um método empregado hd mui-
tos anos para avaliar a funocéo secretoria das
glandulas paratiréides®10.10, A disponibi-
lidade de um ensaio que mede a porgio
aminoterminal biologicamente ativa do
PTH, de sensibilidade capaz de detectar pe-

¥ quenas alteragdes secretdrias, torna-o o meé-
todo ideal para a avaliacio da resposta de
PTH ao fendmeno desencadeado pela in-
fusdo de EDTA. As modificagdes introdu-
zidas no ensaio anteriormente descrito em
nosso Servigo™® o tornaram potencialmen-
te capaz de preencher os requisitos de sen-
sibilidade e especificidade necessdrios. A in-
trodugio do radical tirosina na molécula do
peptideo (1-34)-hPTH permitiu maior faci-
lidade de marcagdo, sem alterar o reconhe-
cimento do peptideo pelo anti-soro, desde
que o sitio antigénico por ele reconhecido
se situa entre os aminoacidos 15 e 26 da
seqiiéncia® 1", A purificacio num sistema
de HPLC em f{ase reversa possibilitou adi-
cionalmente que o peptideo de interesse fos-
se obtido numa forma bastante pura, com
atividade especifica mdxima, e estabilida-
de maior.

Na tentativa de afastar possiveis erros de
interpretacdo caso existissem variagoes
grandes dos niveis basais de PTH, realiza-
mos sete coletas no intervalo de 60 min que
precedia o inicio da infusdo e ndo observa-

Cﬂ' 'c¢h5“|.ﬂ-rr
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Ca Caz )
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60 0 20 40 €0 20
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PTHy =PTHp % QUI-¢%T)

PTH
CONCENTRACAD ASSINTOPTICA
Q
\PTHbml
-80 o 20 40 €60 120
TEMPO T

Fig. 2 — Representagdo dos modelos cinéticos utilizados para o estudo do decremento do céicio
(esquerdal & o increnentc do PTH (direita), como descnto no texto.
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TABELA 1
Niveis de PTH aminoterminal obtidos durante infuso de EDTA (pmol/l}

Tempo (min)
- 10 20 30 40 .  BO . 60 70 80 80 100 110 120
ndiv. . o FEE g 5
1 4, 8.5 .85 9,5 8,5 9.5 131 10,2 10,0 9,2 95 12,1 8.5
2 7.1 121 12,3 12,3 13.8 21,4 16,8 17.9 17,9 17.5 19,7 17,5 20,2
3 6.6 10,4 8,0 10,0 104 12,9 1.7 1.4 12,9 13,6 131 10,9 131
&4 4,7 6,8 9,5 8,7 7.8 10,9 1.2 10,4 9,5 11,7 12,4 14,3 165
5 6,3 8,5 10,7 10,0 10,4 10,4 1,9 121 13,1 13,6 12,6 12,6 13.4
6 6.2 6.1 7.3 9.5 9.0 8,0 9,2 10,0 11,4 10,7 1.4 131 13.8
7 7.8 9,9 1.9 121 1.6 131 1.4 12,9 14,3 13,8 14,1 14,3 12,9
8 7,9 10,7 10,2 1.9 n,2 1.8 124 13,8 12,4 12,9 1,9 13,6 12,4
9 10.1 .12.6 17.0 20,5 18,5 19,9 19,7 23,1 20, 18,9 19,2 204 228
10 8,1 10,0 12,4 16,5 16,7 14,8 15,3 15.3 15,0 17,0 18,7 18,7 18,5
Média 6,9 9.6 10,8 12,1 1,8 13,3 13,3 13,7 13,7 13,9 14,3 14,8 15,1
opP 17 2, 28 3,7 35 43 3.1 4 33 31 3,6 31 4,2
TABELA 2 '
Niveis de céicio plasmético obtidos durante infusio de EDTA (mg/dl)
Tempo (min)
—_— 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
Indiv.
1 8.6 8.1 8.1 8.1 8,0 7.9 7.7 79 7,9 7.6 7.8 7.3 75
2 9,6 95 9.5 8,8 9,2 8.4 9.1 8,6 8,7 8,7 8,0 7.9 7.6
3 9.8 9,7 8,8 9,0 9,0 8.4 8,7 8,9 8,7 8,0 8,0 8,1 7.9
4 9,6 9,0 B,2 8,8 8,1 7.9 7,8 8.3 7.6 7,4 7.8 7.9 71
5 9.1 9,2 8.4 8.2 8,6 8.3 8.2 7.9 8,2 7,4 7.4 7,3 7.5
6. 9.1 g2 g3 88" 84 B4 7.3 9,0 8, 7.2 8,2 7.3 7.6
7 8.2 8,5 8.9 9.4 8,9 86 8.8 8,0 8.0 8.9 7.3 8.2 7.5
8 8.5 9,5 8,6 95 8,6 85 8.5 8,0 8,8 8,2 8,4 8,2 7.8
8 9.3 9.1 94 8,7 8,8 88 8,6 9,0 8,6 8,6 77 7.9 7.9
10 9,0 9 88 8.9 8.6 9,0 88 8.5 B6 81 7.7 78 8.2
Média 9,3 9,1 8,7 88 86 83 8,4 8,3 8,0 78 7,8 7.8 1.7
DP 03 0.5 05 0.4 0.4 03 0.6 0,4 0.4 0.6 0.3 0,4 0.3
mos variagdes significativas nos niveis hor-
monais. Tal fato ndo afasta a possibilidade 10
que elas existam, fato inclusive recentemen- ]
te relatado®, mas que aparentemente nio .
interferiram na interpretagio do teste em es- - -
tudo. O unico efeito colateral observado du- - 1
rante a execugio dos testes foi a dor no tra- | 18
jeto venoso onde se efetuava a infusio. Tal L g
cfeito colateral jd era esperado, e a adigic s i
de lidocaina a solugiio infundida visa espe- - 4
cificamente tentar contornd-lo, tornando- - -~ 6
o suportavel, fato que ocorreu em todos os i ]
voluntidrios. A dose de EDTA por nos uti- i 4
lizada (30mg/kg) foi inferior @ empregada - 4
pelos trabalhos pioneiros® 1910, que era de 4 - 4
cerca de 50 a 70mg/kg, e que continua sen- C 7
do empregada até hoje!"). No entanto, pe- [ iy
las caracteristicas do ensaio empregado pa- L+ J
ra medir PTH, pudemos induzir uma res- 2 - 2
posta significativa em curto espago de tem- i i
po, isto sem induzir hipocalcemia sintoma- [ ]
tica emn nenhum dos voluntirios e tendo ]
provocado uma queda dos niveis de cdlcio HAREESIEENNETETE RWNEEE AEE N D2 E. 0
que nao excedeu, em média, a 20% do va- 0 20 40 60 80 100 120 i
lor basal. Qutro aspecto interessante € a
‘andlise do chamado T=critico, ou o tempo Minutos.
apods o inicio da infusio em que o PTH
atinge um valor significativamente maior

queo basal, que foi na grandc maim:ia dos Fig. 3 — Incremento do PTH (+) (linha continua), em pmol/l, e decremento do calcio (o) linha
individuos antes dos 10 min de infusio, an-  wacejadal, em mg/di, em fungao do tempo ao longo da infusdo de EDTA. Cada ponto representa
tes mesmo que fosse detectdvel uma queda  a média de 10 individuos. ‘
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-ativa da calcemia. Isto denota, em
.iro lugar, a grande sensibilidade do ra-
.munocnsaio de PTH empregado, e em
.gundo lugar indica que provavelmente a
iragdo jonizada do cdlcio j4 teria sofrido
decréscimo significativo — simplesmente o
método por nés empregado para a medida
do cdicio (cilcio total) nio foi capaz de
discrimind-lo. Provavelmente o uso de um
detetor de cdlcio ionizado permitiria uma
melhor avaliacio do fen6meno da hipocal-
cemia induzida e acreditamos ser o méto-
do de escolha, quando disponivel, para 0
acompanhamento de testes deste tipo.

A fun¢io matemadtica usada para repre-
sentar o fendmeno de liberagiio de PTH en
quadrou quase que perfeitamente os dados
experimentais obtidos (Fig. 3), comprovan.
do que realmente uma funcio sigmoide re
presenta bem o fato. Tal achado se coadu-
na perfeitamente com os dados experimen-
tais obtidos em estudos de secregiio de PTH
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RESUMO

Com o emprego de um radioimunoen-
saio aminoterminal especifico altamente
sensivel para medir o nivel de paratormo-
nio (PTH) biologicamente ativo, estudamos
adindmica da resposta do PTH em resposta
a hipocalcemia induzida pela infusio de
ED'II}\ (30mg/kg/h) em 10 individuos nor-
mais. Os dados obtidos mostraram um in-
cremento maximo médio do nfvel de PTH
sérico de 141,2% e uma correlagio signifi-
cante entre a hipocalcemia induzida e o in-
cremento de PTH. Os dados obtidos obe:
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