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RABREVIATURAS

LH Hormonio luteinizante

FSH Hormonio foliculo estimulante
HCG Hormonio gonadotropico

Ab Anticorpo

H Hormonic frio

H* Hormonio marcado com '2°1
AARb Anti-gama gleobulina

Ul Unidades Internacionais
MPA “National Pituitary Agency”
Maryland- Estados Unidos

cpm Contagens por minuto

rpm Rotacoes por minuto

X Media

S Desvio padrao

C.v. Coeficiente de variagao
I.C. Intervalo de confianca

r Coeficiente de correlagao
o Nivel de significancia
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o desenvolvimento de tecnicas radicimunologicas capazes de quanti

£ partir do informa original de Yalow e Berson

ficar quantidades pequenas de h“ormonios proteicos e, mais recente-
mente, de substancias nac proteicas.

Devido ao crescente interesse nos aspectos endocrinolégicos refe-
rentes a reproducao numana e animal, tornou-se necessario poder
quantificar, de forma precisa, as gonadotropinas hipofisarias que
participam em sua regulacao. Durante muito tempo a mensuracao des-
tes hormonios proteicos esteve limitada a ensaios biologicos que,
per sua pequena sensibilidade, tem serias limitagoes.

0 ensaio biologico € o uso de um organismo, ou parte dele, para me
dida de um hormonio atraves de sistemas receptores especificos a
ele, excluindo-se os demais hormonios e outros materiais presentes.
Os ensaios biologicos sao altamente especificos, sendo a sua espe-
cificidade, provavelmente, determinada, principalmente, pelas espe
cificidades dos receptores residuais tissulares.

Por definicao, o ensaio biologico pode ser denominado "olho biolo-

(24)

gico" , mostrando somente o hormonic no seu estado fisiologico

ativo. A classica definicao de hormonio e, entdao, aceita.

0 ensaio biologico de hormonio luteinizante (LH) humano &, corren-
temente, feito pelo método do aumento de peso da porgao ventral da
nrostata (VPY) ou pela deplecdao do acido ascorbico ovariano (0AAD),
utilizando-se, ratos, como material.

0 radioimunoensaio, por sua vez, se baseia nas caracteristicas an-
tigenicas do hormonic, sendo este avaliado por determinada fracdo
da cadeia peptidica que se fixa ao anticorpo, quer o hormonio se-
ja ativo ou nac 6).

A estrutura quimica do hormonio luteinizante humano @ pouco conhe-
cida ndo tendo sido determinade, com precisao, o(s) sitio(s) da mo
Tecula responsavel pela sua atividade biolggica. Quando tratado -
com ureia, guanidina ou acido forte, obtem-se duas subunidades - o
e B - que sao biologicamente inertes mas retem sua atividade imuno
logica. A atividade biologica € restituida quando as subunidades -
sao -incubadas juntas.
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Sendo o hormonio luteinizante uma glicoproteina, os estudes quimicos
se tornam mais complexos. Acido #H-acetil neuraminico e, provavelmen-
te, outros carbohidratos nao se acham envolvidos na atividade imuno-
logica, mas sao necessarios para a acgao biolEgica(14’]5). S3o conhe-
cidos muitos grupos determinantes da atividade imunologica nos hor-
monios proteicos, podendo ser diferentes das areas da molécula res-
ponsaveis pela atividade biolGgica. Estudos em que se produzem modi-
ficacdes na estrutura d¢ hormonio, por métodos quimicos, enzimaticos
ou outros, resultaram em alteragoes em ambas as atividades, biologi-

cas e imunologicas.

Parece que hormonio foliculo estimulante (FSH), hormonio luteinizan-
te (tHY e hormonio gonadotropico (HCG) tem muitos sitios antigeénicos
e alcuns podem ser mesmo comuns, dependendo do fato da cadeia a ser
a mesma para todos estes hormonics, o que explica a imunoreatividade

. . (14
cruzada parcial que apresentam entre si ( ’]5).

Antiscros altamente especificos para gonadotropinas foram produzidos
em coelhos com antigenos impuros, nao havendo evidéncias que antige-

‘o , . . s 7
nos purificados sejam melhores para produzir antisoros espec1f1co§3.

(3,495)divu]garam um método pa

Em 1966 e 1967 HMidgley e colaboradores
ra quantificar hormonio luteinizante (LH) e¢ hormonio foliculo esti-
mulante humano, utilizando um procedimento radioimunologico com o em

preco de "dupio anticorpo"(2]’28).

0 radioimunoensaio de LH, bem como do FSH, @ uma variacao da técnica
geral de analise por competicao, que sera discutida depois. 0 uso de
reagentes "marcados" com radioisotopos (geralmente o antigeno) tem a
vantagem obvia da facilidade ¢ alta precis3ao da medida. Associada a
extraordinaria sensibilidade das reagbes imunologicas, estas condi-
coes tornam o radioimunoensaio uma técnica atrativa. A especificida-
de, contudo, depende de diversos fatores, sendo 0 mais importante a
pureza do antigeno "marcado" o sua afinidade pelo antisoro.

ileste trabalho procuramos estudar a técnica de radioimunoensaio para
mensuracao do LH em soro humano visando a sua padronizagao de modo
a torna-la aplicivel nas medidas desse hormonio em condigdes clini -
cas e experimentais.

——



xa do anticorpo (Fig. 1), uma pa

soro se une ac hormonic.
subsecquentemente (Fig. 2
¢ 0 restante do horm

Um segundo anticorpo, produzido contra a gama globulina da espécie
em gque se produziu o primeiro anticorpo & entao adicionado para 1i
gar e precipitar o complexo hormonio-anticorpo (Fig. 3}.

0 excesso de hormonio marcado & eliminado e somente a radiocativida
de ligada ao anticorpo (Ab) € contada.Uma relagao inversa existe
entre a quantidade de hormonio frio (H) e o numero de contagens no

precipitado.

Considerando que a reagao obedece a lei da agao das massas, manten
do-se constantes as quantidades de anticorpo (Ab) e de hormonic -
marcado (H*), a quantidade de complexoc H* ~Ab -H vai ser propor-
cional a quantidade de hormonio fric (H).

Esta resposta pode ser represcentada em papel semi-log (% de radic-
atividade precipitada pelos anticorpos x concentragao de hormonio
frio) dando uma linha reta, ou, em papel linear ( Fig. 8) capaz dgw
detectar pequenas variagoes na concentracao das amostras do (H,W
criando assim um sistema operacional para o ensaio.



PRINCIPIO DO RADIOIMUNOENSAIO POR " DUPLO ANTICORPO"

Ab : H

ANTI-HORMONIO |+ ITORM. FRIO—

ANTI-HORMONIO

H*
= HORM, FRIO— | . HORM, -1 257
(Fig. 1)
ANTI~-HORMONIO
Complexo
125 soluvel
—-HORM. FR] Qoo HORM, - 1
+
AAb
ANTI GAMA GLOBULINA
(Fig. 2)
i WY
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1.1. - Padrao de hormonio luteinizante humano.

Usamos como referencia LH humano LER-207 fornecido pela fational Pitui
tary Acency, sob a forma de solugao contendo Img/ml de tampac fosfato. Img = 48
UI de LH (padronizado por ensaios biolagicos)(3b).

2.1.2. - Hormonioc luteinizante humano, para iodagao.

Inunoquimicamente puro, o hormonic & obtido a partir de hipofises huma
nas contendo 923 UI/LK e 1,2 UI de FSH por mg. Este hormonio tambem, foi obtido
da National Pituitary Agency (Estados Unidos)(35).

2.2 - Antisoro anti-LH humanc.

Preparado em coelhos imunizados com LH humano, extraide de hipofises ,
fornecido pela {lational Pituitary Agency(Estados Unidos).

2.3 - Antisoro anti-cama glcbulina de coelho, obtido em carneiros.

Foi preparado usando-se o metodo de Williams e Chase (6), para preci-
pitacao das gamaglobulinas com MNapSO, (34) e posterior purificagao em coluna -~
cromatografica de DEAE-celulose, obtendo-se assim a gamaglobulina pura de coe-
1ho que servira para imunizar carneires adultos, apos a adicao de adjuvante de

Freund e bacilos de Koch, pela seguinte técnica:

a) Injegao de 2 ml de suspensao, subcutaneamente, em 15 locais diferen
tes:

b) Repetir a injecao cada 2 semanas, num total de quatro vezes, inclu-
indo-se a primeira;

c) Sangramento do carnciro na primeira semana apos a quarta injecao e
escolha da melhor diluicao do soro, por imunodifusao em gel.

E essencial que as quantidades certas dos dois tipos de anticorpos sejam usadas

no ensaio, pois uma pequena variagao na proporgao de um deles alterara os resul
tados do ensaio.

2.4 - HMaterial radioativo.

0 ]251 foi obtido da Union Carbide Corp. (Estados Unidos) na forma de
jodeto de sodio, preparado especialmente para iodacao de proteinas, ou seja, de
elevada atividade especifica, na forma de sal de iodo € fornecido em meic leve-

mente alcalino ¢ totalmente livre de agentes redutores, com uma atividade espe-
cifica de 200 a 300 mCi/mg.



2.5 - fietodo de iodacao.

C metodo de iodagao umprenado foi o descrito por Hunter e Gteinwoéd :2)

com pequenas mcdificacoes .

tilada em uma concentragao de Tug/ul.

2.5.1 - Materiais necessarios

A ) Equipamentos:
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- Coluna de"Sephadex" G-100
Placa de gel de amido

- ticroseringas Hamilton de 100 e 10 ul

- Micropipetas Clay Adams de 10, 25 e 50 ul
- Frascos de 10, 30 e 100 ml

- Tubos de ensaio, plasticos de 10 x 75 mm.
- Bequeres de 100 ¢ 250 ml.

- Pipetas de 1 e 10 ml.

- Frascos de rolha esmerilhada de 5 ml

- Banho de gelo

- Refrigerador

- Congelador

- Balanga analitica

- Contador gama automatico

B ) Reagentes

1
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- LH para iodagao (LER-960), 2 ug/20 ul

- Tamp3o fosfato de sodio 0,5 i (Q.E.E.L.)

- Tampao fosfato de sodio 0,05 i

- Sclucao tampao fosfato com soro albumina bovina a 1%
(BSA-PBS a 1% )

- Ha-]zsl, livre de carregador (Union Carbide Co.)

- Cloramina T P.A. (Merck)

- Metabissulfito de sodio P.A. (Merck)

- Soro albumina bovina liofilizada (Sigma)

~ Azul de bromofenol (Sigma)

- lodetc de potassic P.A. (Merck)

- Sacarcose P.A. (Sigma)

- Rgua distilada

- Talco em tabletes de 100 mg (Geld Leaf Pharmacal Co.

- "Sephadex” G-100 ( Pharmacia Upsalla- Suecia)

- Amido hidrolizado (Cobbaught Medical Research Lab.)

0 hormonio a ser iodado foi dissolvido em agua dis-

N J Est.Unid.)



C ) Solugoes necessarias.
1 - Solucac de Cloramina 7.

W

a) 10 mg de cleramina T sac dissolvidos ein 5 ml de tampao fosfato pH
7,5, 0,05 {1 e deve szr preparada no momentc do uso.
Solucao de metabissuifito de sodio.

a) 25 mg de metabissulfito de sodio sao dissoivides em 10 wml de tam-
pao fesfato 0,051 e deve ser preparada na hora do uso.
Solucao de transferencia.

a) A 10 m1 de agua distilada dissolvem-se -100mg de KI, 1,6 g de saca
rose e 1 mg de azul de bromofenol. 0 material e guardado em fras-
cos de rolha esmerilhada em aliquotas de 1 ml, sendo mantido em
congelador.

b) Um frasco & usado em cada iodagao.

Solucao de lavagem.

Preparada a partir da solugao de transferencia diluida ao meio com
agua distilada, sendo preparado no momento do uso.
Diluente padrao (BSA-PBS a 1%).

a) Preparo do PBS ( solucao tampao fosfato)
Dissolver 7,15 g de NaCl P.A. em 25 ml de agua. Adicionar 20 ml
de tamp3do fosfato 0,5M. 0 pH & ajustado a 7 com NaOH a 10% e di-
luido a 875 ml com agua distilada.

b) Preparo dc BSA-PBS a 1%.
A 99 m1 de PBS adicionar 1g de soro albumina bovina e mertiolate-
a 1:1000. Agitar ate dissolugdo completa e estocar em congelador.

~ D) Procedimento:

Iodacao:

Degele um frasco contendo 2ul/ 20 ul de LH.

Adicione 20 ul de tampao fosfato de sodio 0,5M.

Homogenizar e adicionar o 125, ( o calculo & feito para uma ativi-
dade especifica de gg a 99 uCi/ug).

Misturar e adicioar 10 ul de cloramina T.

Misturar por exatamente 2' e adicionar 50 ul de metabissulfito de
sodio.

Agitar, levemente, e adicionar 100 ul de solugao de transferencia.
Misturar com a propria pipeta e transferir para o sistema.de puri-
ficagao.

Para controle da eficiencia da marcagdo utilizamos tampdo fosfato
0,05 pH 7,5 preparado com NaH2P04.H20 e NazHPO4 (Q.E.E.L.) e tal-

-7-
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co em tabletes de 100 ma.

Em um tubo de ensaio contendo 2ml de tampao fosfato 0,05 e
0,Im1 de plasma humano de banco de sangue, colocamns uma a-
17quota do tube de marcacdo. Apos acitacan acrescentamos -
200 mg de talco, agitandn e “Vortex" at@ completa dissclu-
cac do mesme, Apos 20 minutos de centrifugacao a 2500 rpe
e 40C (I.E.C. Internaticnal Centrifuce), separamos sobrena-
dante e precipitado, que terac suas atividades determinadas
em contador gama de pece = expressas em percentagem da ati-
vidade total.

Exemplo:
Scbrenadante = 12500 c.p.m.
Precipitade = 12500 c.n.m.
125

Resultado = 50 % de LH~"""1 integro, ou 50% de pureza.

0 hormonio marcado, sem comnonentes danificados e iodo ra-
dicativo livre, fica adsorvido ao talco recoberto com plas-
ma.

Atividade zspecifica do hormonio marcado.

Em fungdc do baixe nivel de hormonios proteicos no soro, -~
a quantidade de hormonio marcado deve ser muito pequena, pa
ra que a sua quantidade nao seja mais clevada do que a me-

nor quantidade que se deseja medir, podendo-se perder a sen
sibilidade do método, considerando que a concentracdo delH|
& cerca de 10']]moles. Mestas condicoes, a atividade espe-
cifica do hormonio marcado devera ser clevada. Entretanto,
issc tambem dependera de outros fatores, tais como, a sensi
bilidade do sistema contador e ¢ volume da mistura de incu-

(16,17)

bacao a ser contada Por outro lado, a atividade -

especifica a ser atingida dependera da abundancia isotopica
]251 sendo livre de carre-
gador, frequentemente, permite o emnrego de atividades espe
cificas menores de que o 131, }, 0 numero de residuos tiro-
sinicos por melécula ( no caso do LH temos 5 resTduos de ti
rosina ¢ nc FSH 7), peso molecular do hormonio e a toleran-

1251 (paqigrise)(16517)

avaliavel do iodo radicativo ( ©

cia do hormonio marcado ao

-8-



2.6 . - Purificacao do hormonio luteinizante marcado.

E necessario purificar o hormonio marcado para livra-lo do radiciodo nac reati-
Vo e de componentes danificados.

Uma grande variedade de sistemas de purificacao téem sido empregades e alguns -
ainda sao discutidos. Os mais comumente usados s3o:

2.6.1 ~--Cromatoeletroforese , realizada com papel de filtro " Hhatman 3 iiC%em

tampao borato 0,3 i1 pi 8,2, passando-se uma corrente de 2mA por fita. G hormonio
integro permanece na origem enquanto o hormOnio danificado migra um pouco atras

da albumina corada com azul de bromofenol e o iodo mais a frente. A fita foi

cortada em segmentos de 1 cm, a partir da origem, e em cada um deles foi deter-

minada a atividade total atraves do contador gama de pogo.

( 9,20).

2.6.2 -~ Eletroforese em gel de amido

‘Este metodo & particularmente usado para separagao de componentes do hormonio -
marcado de acordo com seu contelido em iodo, desde que moléculas com residuos de
diiodotirosina migram mais rapidamente para o anodo do que aqueles com grupamen
tos tirosTnicos monosubstituidos. Em pH 8 -8,6, cada residuo de tirosina diioda
da confere uma carga negativa extra a molecula, sendo esta a razdo das molecu
las mais altamente iodadas caminharem com maior velocidade em direcao ao anodo.

As placas de gel foram feitas de acordo com a tecnica de Smithies(7’8)com amideo
hidrolizado "Connaught", conservadas a 49C durante 12 horas, para solidificagao.

Ao termino do processo de iodagao, adicionam-se 100 ul de solugac de transfer@g
cia e aplicam-se 40 ul desta mistura a cada um dos sulcos feitos no gel de
amido, a cor azul indicando a zona de migracao da albumina ( corada com azul de
bromofenol). O LH apresenta duas zonas na autoradiodrafia, uma logo atrasda re
giao da albumina, e outra perto da origem ( Fig. 5).

A placa @ colocada na horizontal, o tampao usado €& borate 0,311 pH 8,0 e a ten-
sao aplicada dependente do tempo de corrida, variando entre 200 e 100 V pa-
ra 6 e 12 horas, respectivamente. Este tempo € controlado pela migragao da albu
mina corada que deve atingir a metade da placa.

Apos completar a eletroforese, remove-se a placa de gel ¢ coloca-se Filme Royal
Blue Kodak para autoradiografia, por 15 minutos. Os segmentos correspondentes -
as zonas do hormonio radicativo s3o retirados e congelados durante 4 horas a
-200C. 0 hormonio marcado nos diversos segmentos de gel @ extridido com ESA-PBS-
a 1%.

-9 -



A fragio (1) normalmente @ a preferida pois esta livre de superiodagac e apos-
extragac ¢ passada em coluna de “Sephadex” G-100, usando-se a sclugdo de trans
feréncia como indicador.

0 controle da extragac foi feito usando-se ¢ teste do talco para saber a pure-

za do normonio extraido do gel de amido (tabela III).

2.6.3. - Cromatografia em coluna de exclusac molecular.

Foi escolhido 0"Sephadex” G-100,ap0s varios testes( tabela XII)-
2.5.3.1.- Hateriais necessarios

A) tquipamentos:
1 - Bureta ou coluna de vidro de 25 x 1 cm.

2 - Bequers de 100 ml.

3 - Frascos de 10C e 1000 m1.

4 - Frascos veolumetricos de 1000 ml ¢ frascos redondos de 1000 m!,
5 - Pipetas de .1, 2 e 5 ml.

6 - Perolas de vidrc de 1 mm de diametro,

7 - Papel de filtro Whatman nQ 541,

8 - "parafilm".

9 - Bomba de vacuo.

10 - Refrigerador.

B) Reagentes:
1.- "Sephadex" G-10C ( Pharmacia Upsalla Suacia)
2 - BSA-PBS a 1%~

3 - Tampao fosfato 0,5 i1 (Q.E.E.L.)

4 - Hertiolato (Sigma).

5 - Soro albumina bovina (Sigma).

C) SolugGes necessarias:
1 - Tampac fosfato 0,05i1 pH 7,5.
2 - BSA-PBS a 1%.

D) Procedimento:

1 - Algoddo e pérolas de vidro sac colocados no fundo de uma burcte,
censtituindc um filtro.

2 - Preparar o Shephadex G-100 entumescendo-o com tampao fosfatc pi
7,5 e 0,05i.

3 - iiisturar levemente, permitindo a maxima abscrgao do tampac e ex
pansac das particulas do gel cstocando durante a noite a 49C
com agitacao permanente.

-10 -
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Mo outro dia, colocar o frasco numa bomba de vacuo retirando as
bolhas do gel.

Lavar a bureta com tampac fosfato 0,05M.

Colocar a suspensio de “Sephadex G-100 na bureta, até atingir a
altura de 25 cm.

Adicionar 1,50 wl de BSA-PBS a 5% permitindo que atravesse gel.
A seguir, lavar com tampdo fosfato 0,05M por aproximadamente 10
minutcs. A albumina sérica serve para cobrir as paredes da colu
na e as particulas do gel, reduzindo entdo a adsorgao nao espe-
cifica dc hormonio radicative pelo vidro.

A lavagem com BSA-PBS a 5% e tampao fosfato deve ser feita no
dia anterior a purificagao.

A coluna bem lavada e mantida no refrigerador pode servir para
um grande nuisero de jodagdes.

Associando dois sistemas de purificagao, gel de amido e cromato
grafia em coluna de exclusao melecular, obtivemos LH-]ZSI
maxima pureza.

com

2.6.4, -~ Determinacao da diluicac apropriada dos anticorpos.

Preparacdo das solugBes de trabalho de anti-hormonio em coelho e an-
ti-gama globulina de coelho em carneiro.

2.6.4.1.- Hateriais necessarios

A) Equipamentos:

1

O 00 N Oy O WM

—t wmd wd id d
W N - O

Tubos de ensaic e suportes para contador gama automatico.
Pipetas de 200 ul ¢ 1 e 10 ml.
Baldes volumitricos de 1000 ml.
Bequer de 2000 ml.

Frascocs para estocagem.
"Parafilm" ( American Can Co.)
Agitador "Vortex".

Lapis dermografico.
Refrigerador.

Centrifuga refrigerada.
Contador gama automatico.
Potencicmetro.

Balanca analitica.

Estantes metalicas.

-11-



5) Reagentes

catedd

w

=

2
4

(=]
]

o 0~

-

Solugao estoque de anti-LH de coelho (N.P.A.)

Hormonic marcado, solucdo de trabalho.

Sclucao estogque anti-cama globulina de coetho em carneiro.
Soro normal de ceelho.

EDTA dissodico P.A. (Sigma).

PaS

tertiolato em PBS (1:1000)

HaOH 5 N ( Merck)

BSA-PBS a 1%.

C) SolugGes necessarias:

1 - EDTA- PBS.

- Pesar 18,6 g de EDTA dissodico.

- Adicionar cerca de 830 ml de PBS, aquecer e agitar ateé dis-

solver.

- Adicionar 10 ml de mertiolato 1:100 em PBS.

- Levar a pH 7 por adicao de soda 5 N.

- Transferir para um bal3o volumetrico de um litro, diluindo a
marca com PBS e estocar em geladeira.

2 ~ EDTA-PBS-SIC a 1:400.

SHC = soro normal de coetho.

- A 40 m1 de EDTA-PBS, adicionar e dissolver 100 ul de soro -
normai de coelho. '

- A mistura deve ser preparada na hora do uso.

D) Procedimento: (Fig.7).

1

[&a]

Mumerar os tubos de 1 a 26 e arrumar em uma estante em 5 colu-
nas de 5 com o tubo 26 como“Blanck?
Colocar 0,5 m1 de BSA-PBS a 1% em cada tubo.
Diluir o anti-LH a 1:100 num o volume final de 2 ml, com a so-
lucao (2).
Colocar 0,2 ml dessa primeira diluigao do anti-LH nos 5 primei
ros tubos (19 linha). .
Adicionar 1,0 ml da solugao (2) ac restante da primeira dilui-
cao do anticorpe, colocando 0,2 ml na segunda linha de tubos -
de 6 a 10.

ontinuar esta diluicao seriada, ate chegarmos a 1:1660, na
50 Tinha.

-12-
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2.7. -~ Procedimento do radioimuncensaic

. . ; ~ oo 125 . ,
Adicionar 0,1 m] da solugdo de trabalhc co LH-'“71 a cada tubo
inciuindo o 269 (B) gue nao tem anticorpo. Incubar a 49C, por

24 horas.

- Apos a incubacav, preparar umg dituicao de anti-game globulina

de coelho em carneiro a 1:2,5 , a partir da solucao estogue, -
por adicac de 0,8 ml de soro para 1,2 1 de FBS. Colocar 0,2m1
desta mistura nos tubos 1, 6, 11, 16 e 21 (12 coluna).

Ao restante 1,0 ml1 da primeira diluigac, adicionar 1,0 1 de
PES e desta diluicao colocar C,2 ril em cada tubo da 29 coluna.
Repetir até a 59 coluna. A diluigdo seriada tera entdc  a
mistura de 1:2,5 , 1:5, 1:10, 1:20 e 1:40. Incubar estes tubos
por 3 dias no refrigerador.

Apos a incubacao, colccar 3 ml de PBS em cada tubo e centrifu-
gar per 30' a 3000 rpm. Decentar os tubcs, cuidadosamente, ex-
ceto o n® 26 (B). Levar cs tubos ac contador gama automatico -

por 1 minuto.

Posterior exame das contagens das linhas ( varias diluigoes do
LH) mestrara uma contager =ais alta, que sera considerada come
otimo de diluicao do anti-LH.

Dentro desta linha, um dos tubos mostrara, aproximadamente 50%
do total de contagens da radicatividade ligada aos anticorpos.
Esta @ a melhor concentracac de anti-cama globulina a  traba-
Thar ( tabela V).

(21,26)

A realizacao do ensaio leva 7 dias para se completar com adigac de

materiais no 10, 20 ¢ 30 dias e o término no seétimo. Séries completas preci-

sam ser incluidas, para padroes, em cada ensaio. Tubos plasticos devem ser

usados, para reduzir a adsorgac nao especifica das proteinas.

2.7.1. - Hateriais necessarics

A) Equipamentos:

(S R IS B A

Tubos plasticos ( 4,5 =1).
Suportes para os tubcs.
Pipetas de 0,1 ¢ 1,0 ml.
“Parafiim" (American Can Co.).
Agitador "Vortex".

-13-
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6) Reagentes:

1 -

w N
i

Refrigerador
Centrifuga refrigerada
Contador gama automatico

8SA-PES a 1%.
Soluc@o padrdac de hormonio lutcinizante- LER-307 - da H.7.E,
Amostras de soroc.

4- Amostras de soro desconhecido.

5 -
6~
7 -

8 -

C) Procedimento:

Solugao de trabatlho de anti-LH.

Sclugac de trabalho de LK marcadc .

Solugac de trabalho de anti-gama globulina de cocelhe em car-
neiro.

PBS.

1 - Separe e numere 49 pequenos tubos em duas estantes. Tubos de
La 27 numa (padrac) e de 28 a 49 na outra (amostras). Este

& 0 numerc habitual em nossos ensaios.

2 - Ho primeiro dia prepare c¢s tubos como seque:
- Cologue 500 ul de BSA-PBS a 1% nos tubos 1 e 3 (controles)
e 7 a 10 e 18 (tragadores).
- Cologque 400 ul de BSA-PBS a 1% em todos os outros tubos
exccto 4 a 6, que nada recebem.
- As duas séries de padrCes s3ao dos tubos 11 a 17 e 19 a 25,

2.7.2. - Preparc do padrao de LH humanc(35)

Usamos como referéncia LH humano LER-9C7 fornecido sob a forma de
solugao contendo Img/ml de tamplo fosfato. Uma mg contem 48 UI de LH. A s u
cac uso de LH padrac contem 0,01 ng /ul.

Continuando com o procedimentc dc radioimunoensaic, temos:

- Ho tubo 26 cclocar 100 ul de sore com baixa concentragac -
de gonadotropina. Colocar 100 ul de soro com niveis elevados
de gonadotropina no 28 e no tubo 27 colocar uma mistura de
partes iguais dos dois antericres. Estes serac nossos tubos
controles.

- Na outra estante colocar 100 ul de soro a ser dosado, em
cada tubo correspondente.

~14-



Protocolo da curva padrao

h? tubo BSA-PBS a 1% Pagrg?ngiu%H Soro atbumina hum. |
ul ul ng/mil ul
11 e 19 100 1 10 100
12 e 20 95 5 50 100 §
13 e 21 90 10 100 100 |
%4 e 22 80 . 20 200 100 %
15 e 23 60 | 40 400 100
16 é 24 40 60 600 100
17 e 25 - 100 1000 100




- A seguir colocar 200 ul de anti-hormonio apropriadc em cada |
tubo. Mos tubos 1 a 3 colocar 200 ul de EDTA-PES-SIC a 1:40C,
- Cobrir os tubos com parafilme e agitar no "Vortex". Incubar
no refrigerador por 24 horas.

- Mo dia seguinte, colocar 100 ul da solugao de trabalho do
hormonio marcado em cada tubo (100 ul devera conter de 5000 z
10000 cpm). misturar e incubar a 49C, por mais 24 hecras.

- No 39 dia, adicionar 200 ul da solugao de trabalho antigama
globulina de coelho a todos os tubos. Misturar e refrigerar -
por 72 horas.

- Apos esta incubagao colocar 3 ml de PBS em cada tubo e cen-
trifugar por 30' a 3000 rpm. Decantar os tubos, exceto 4 ab.
- Colocar cada tubo nos suportes plasticos e contar por  unm
minuto.

- Os tubos de 1 a 3 contem hormonio marcado sem antisoro @
sao decantados. Estas leituras indicarao a atividade relati-
va a adsorgao no tempo de duracac da incubagao nos tubos, e
podem ser consideradas BG ("background" ou contagem de fundo}
- 0s tubos 4 a 6 ccntem sO o hormonio marcado e representa -
rao o "total de contagens" ou radiocatividade adicionada a ca
da um.

- 0s tubos 7 a 10 e 18 contem hormonio marcado mais anticor-
pos, mas nao hormonio frio. Representam o maximo de hormonic
(sua radioatividade) possivel de ser ligado aos anti-soros.
Deve estar sempre por volta de 50% da atividade total de con
tagens.

- Usando a média de radioatividade dos tubos 7 a 10 e 18 cal
cular a percentagem de ligacdo nas duas séries de padroes.
Dispor estes valores em papel milimetrado, percentagem de 1i
gacao x concentracdo de hormonio no padrido ( Fig.8).

- 16 -
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2.8. - Avaliacac da sequéncia oneracicnal para o ensaic de LK no soro]

2.8.1. ~ Especificidade

I especificidade pode ser definida corme o nivel de sequranca nara gua nao ha-
ja interferéncia de outras substancias que nao se deseja medir. Fsta interfe-
réncia pode ser avaliada devido a reatividade imunoloaica cruzada, a presen
ca de substancias marcadas indesajaveis e iferengas na composicdo do meio de
incubacac.

Uma condicdo necessaria, mas nam sampre suficiente, para comnleta esnecifici-
dade € dada pelo teste da diluicao que requer que concentracoes hormonais me-
didas em diferentes diluicoes do soro, em relacao a curva padrac, forneca sem
pre ¢ mesmo valor para o0 soro nao diluido(39531).

Para o teste da diluicao duas amostras de cada diluigao de uma mistura de so-
ros com concentracao conhecida de LH foram preparados de acordo com a tabe-
la abaixo. A concentragao hormonal para cada diluicao determinada por referég
cia a curva padrao e disposta em grafico linear contra a correspondente dilui
cao e determinado o coeficiente de correlacao.

: 1 :

é Tubos Mistura de soro Diluente diluicao final i

! ul ul ;

Cle? 10 90 1:20 ;

L 2c4 30 70 1:6,6

, |
5e6 50 | 50 1:4

s 70 30 1: 2,8 é

! |

| 9e10 90 10 1:2,2

i

11 e 12 100 - 1:2

i |

2.8.2. - Sensibilidade

Pode ser definida como a menor quantidade de hormonio ndao marcado que pode -
ser destinguida dos tracadores. Desta maneira, a sensibilidade depende do er
ro na determinacao da relagao da queda inicial da curva padrzo.
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A quantidade de anti-soro que dara a curva de queda mais intensa proporciona-
ra o ensaio mais sensivel, desde que pequenas variagdes da concentracao de -
hormonio nao marcado, na parte inicial da curva padrao(concentragao hormonal-
baixa) correspondera a grandes variacoes de contagens.

Para se obter maxima sensibilidade requer-se que a atividade do tracador seja
elevada, empregando assim pequenas quantidades de tracador e arande diluicao-
do anticorpo.

P sensibilidade foi avaliada atraves da analise de varianca de 5 determina -
coes do ponto zero de massa fria e igual numero de determinacoes do 12 e do -
29 pontos da curva padrao.

2.8.3. - Precisao

Esta propriedade pode ser definida como a extensao de um dado numero de medi-
das da mesma amostra que da resultados tao proximos quanto possivel, um do ou
tro. Uma estimativa da precisao foi obtida calculando-se coeficientes da va-
riacao das medidas de dois modos diferentes:

a) Reprodutibilidade inter-ensaio

Utilizando-se uma mistura de soros normais separamos 20 amostras -
que foram distribuidas em outros tantos dias de trabalho. A média dos valores
da concentracao de LH foi calculada estabelecendo-se um coeficiente de varia-
cao de ate 20% como limite de aceitacao.

b) Reprodutibilidade intra-ensaio.

Da mesma mistura de soros normais preparamos amostras iguais que-
sao processadas no mesmo ensaio. Foram calculados os valores numericos da con
centracac e tambem o coeficiente de variacdo, cujo limite de aceitacdao foi de
16%

2.8.4. - Exatidao

Esta caracteristica foi avaliada através de recuperacdo de quantidades conhe-
cidas de hormonio purificado em solugdo tampac ou amostras de soro com concen
tracdo previamente conhecida.

Esta propriedade foi estudada pela adicao da quantidades crescentes de uma -
mistura de soros com concentragoes elevadas de LH a uma solugdo padrdao com te
or conhecido de LH, segundo a tabela que seque:

-18 -



Concentragao de A= 100 ng/ 100 ul,

{
{

! - , Pesultados
Tubos 1Solugao A} Soro normal | DSA-PBS 1%
ul ’ ul ul | Tedrice  Observado
Te2! 100 20 80 1710 Obtido-F
304 | v 40 60 . 2/10 z
5eb " 60 40 3/10 "
§ 7¢8 " 80 20 ! 4/10 "
9¢ 10 " 100 - 5/10 "
I




31 . Contrele da eficicusia da marcagio do Lil.

T Trae ~ ey A S SO N DR U A SN S AR
3.1.1. - A tebela 1 reune os readimentos percentunis de divarsas fodagoss ro-

€
Py

alizadas. 9 controle foi feite usando-se taico recoberio com plasme como  ad-
125 , - . . .
sorvente do LH-'“°1 indone. Hestas condigees, pode-se verificar que a eficien

cia da marcagao variou de 41 a €0%.

3.1.2. - A tabela II reune os controles da eficiéncia da marcacio por cromato
eletroforese, em diversas iodagoes. A comparagao entre as tabeias I e II, in-
dica sempre rosultados mais baixos para a cromatceletroforese nas mesmas amos
tras estudadas. ‘

3.1.3. - HMa figura 4 mostramos uma fita cromatografica, onde se chservem tres
picos co atividade, com as respectivas contagens, correspondentes ao LH-" 125 1
indene, LH-12°1 danificado e '2°1 livre.

125

3.2. Controle da eficiéncia da extragdo do LH-'“"I, do gel de amido.

A tabela IIlmostra os rendimentos porcentuais das extracoes do LH -
5 - - - - -~ :
1231 am varias purificagoes com eletroforese em gel de amicdo. 0s tsstes foram
feitos com talco recoberto com plasma.

3.3. Purificacdo do hormonic Juteinizante marcado.

3.3.1. - A ficura 5 representa a disposicao das fragoes do LH-125

I senaradas-
por eletroforese em gel de amido. Hotamos duas zonas de migragac: (1) corres-
pond2 ao LH com residuos de tirosina monoiodadas: (2) corresponde ac LH com

residuos de tiresin diiodados.

3.3.2. - A figura 6 apresenta o grafico da purificacao em coluna cromatoorafi
ca de exclusdo molecular em “Sephadex" 6-100, apos purificacdao em eletrofore-
se em gel de amido. Notamos um pico tnico, sendo quc nos tubos 19 a 22 estdo-
as fragoes mais puras.

3.3.3.-- A tabela IV reune os valores percentuais que expressam o grau de pu-
reza das diferentes amostras eluidas da coluna de “"Sephadex" G-100, ap0s puri
ficacac previa em eletroforase em gel de amido. '

3.4, Determinacao da diluicao adequada los anticorpos.

3.4.1. -~ R tabcla V reune os dados obtides nos testes preliminares para a2 es-
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Tabela I. ~ Controle da eficiencia da marcacao de LHJLS

sas_iodacoes.

1. em  diver

ER AL

i DATA ATIVIDADE ESPECIFICA EFICIENCIA PERCENTUAL |
mCi /ma E MARCACHO '

1 25-8-72 60 50

2 10-10-72 74 ‘ 48

3 24-11-72 80 45

4 09-01-73 70 43

5 27-02-73 60 a3

6 19-03-73 65 52

7 24-04-73 75 51

8 15-05-73 60 60

L 1

- 271 -
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Tabela II. Controle da eficiencia da marcacao do LH-"""1 por cromato-

eletroforese.

e _ Percentagem da _
a partir Fragao [ radioatividade NData da icdacao
da origem total

1

2 45% 25.08.72

LH-129]

3 _ L 38% 09.01.73
4 indene 1 g5y 15.05.73
5

6

7 5% 25.08.72
8

. LHn]ZSI

10 danificado 10% 09.01.73
11

12

13 15% 15.05.73
14

15

16 50% 25.08.72
17 125, ..

18 I Tivre

19 53% 09.01.73
20 -

21
22 40% 15.05.73
23 _ _
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Tabela IIL. Controle da eficiencia da extracac do LH-"""1 do gel de
amido.

HO Data da iodagao Eficiencia*
P 25.08.72 72 9%
.2 10.10.72 67%
A —

3 24.11.72 7%
4 09.01.73 g 81%
; ;
5 a
; -4
!
g 27.02,73 i 64%
' :

* Percentagem da radioatividade total da secgao do gel corresnonden
te a LH-’ZSI indene, fixada pelo talco racoberto com plasma.
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FIGURA -5-

Autoradiografia de eletroforese em gel de amido das gonadotropinas

LH e FSH-12°1,
tarnaao horato 0,3 M pH 8,1
temnpo= 12 horas
110 ¥
‘ LH
b
!
l FSH
Regizo da al-
bumina .
anodo
ORIGEM
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FIGURY -6-
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| . 125, "™
Cromatografia de hormonio luteinizante humano marcado com "1

(Atividade especifica= 80 mCi/mg) em “Sephadex” G-100, apos pre-

via purificacao em eletroforese de cel de amido.
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Tabela IV. Controle da pureza das fracoes de LH-'""I separadas por

cromatografia em coluna de exclusao molecular ("Sephadex 5-100)

« - . ] -
* Eluatos contendo a maior percentagem de hormonio- 251 integro.

Teste feito com talco (200 mo)

Eluato — , —

Data da iodagao: 09.01.73 !Data da iodacao: 27.02.73
i% Danif%c. L % Horm.puro { % Danific. i % Horm. puro
? f

noi 48 52 | 49 ! a1

12 L s 56 e 43

13 45 55 48 | 42

o 56 43 | 47

15 43 57 89 3 51
; N

1 | 4 59 44 : 56
|

73 69 29 | 7

18 27 73 ; 28 i 72

19 15 85%* ‘ 20 80*

20 13 g7+ 12 : 8g*

21 6 9a* 8 | ap*

22 8 92+ 15 ? g5+

23 24 76 | 19 , 81

. S ————— et a —




Tabela V. Determinacao das dilui¢oes adequadas de anti-LH e anti-cama

globulina de coelho.

cpm

o o

MO tube Iodacao :25.8.72 Iodaca0:09.01.73 | Iodacdo: 27.2.73
B (26) 39423 | 31126 28746
1 12473 i 8217 7636
2 18008 % 14126 14091
3 2041 3%%* ' 17416%%* 15078
4 15085 11037 8936
5 3686 1145 1834
6 7731 4372 4976
7 13747 8937 10112
8 16685 11576 10184
9 14052 10008 7326

10 5436 2738 2996

ik 7169 5469 5817

12 1127 8791 8319

13 13465 12096 10094

14 11435 ; 9731 8937

15 4516 | 1784 2231

16 5306 3618 4617

17 7929 4197 1896

18 11568 8736 10061

19 10253 7491 6374

20 2325 ! 891 1491

21 3635 1941 2836

22 5875 3895 4871

23 7805 § 5875 6346

24 7614 | 5193 9638

25 3754 | 2144 2001

- f
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colha de diluignes apropriadas do anti-LH e do anti-qgama globulina de coetho-
os asterisco identificando as diluigoes escolhidas, 1:100 para o primeiro e
1:10 para o secundo anticorpe.

3.4,2. - A figura 7 apresenta um diagrama do ensaio para a escolha das melho
res diluigoes do 19 o 29 anticorpos. As Tinhas representam as diluigoes cres
centes do anti-LH humanc em coelho e as colunas as diluicoes da anti-gamaalo
bulina de coelhc produzicda em carneire.

3.5. Contrcle do dano causado ao hormonio luteinizante durante o periods de
incubacao.
Motamos na tabela VI que o hormonio purificado nos dois sistemas, -

rel de amido e gel de “Sephadex" G-100, apresenta menot percentacem de dano
em relagao ao purificado apenas em gel “"Sephadex".

3.6. Curva padrao

A tabela VII reune os dados referentes as percentagens de hormonio-
ligado aos anticorpos, na curva padrao. Ha uma relacao inversamente proporci
onal entre quantidade de hormonio luteinizante padrdo ( ndo marcado) e radio
atividade dc tubo (cpm).

Ma figura 8 apresentames uma curva padrao preparada de modo a abran
ger valores de hormonio luteinizante que se estendem de 10 a 1000 na/ml.

3.7. Avaliacao das caracteristicas do metodo.

3.7.1. - Especificidade.

A tabela VIII reune os valores em duplicata, expressos em na/ml, de
uma mesma amostra de soro, em cinco diluigoes diferentes. A correlagao entre
diluicao e concentracao de LH nos deu um valor de r=0,998.

3.7.2. - Exatidao.

A tabela IX reune ao lado das quantidades conhecidas de hormonio lu
teinizante de cada tubo, as adicionadas, os valores obtidos e as recuneracoes
percentuais. O coeficiente de correlacao foi de r= 0,896.

3.7.3. - Sensibilidade.

Na tabela X temos 5 determinacoes do tragador (zero de massa fria)-
Ho’ do ponto 1 da curva padrao, H1 e do ponto 2 da mesma curva, HZ' Foram -
calculados o coeficiente de variaclo, as meédias, e tambem os desvios padroes.
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FIGURA -7~
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Tabela VI. Estudo dos niveis de degradacac do LH-

125

I durante sete

dias_de incubagao.

— " = -
Dias de Percentagem de deqradacao ;
incubagao "y T251 urificado em gel | LH-12°1 purificado em gel |
i de amido e Sephadex G-100 { Sephadex G6-100 j
Ly , 9 10

2 ' 9 n
3 1 13 ;
4 | 13 15
s 14 17
‘ 6 14 18
7 14 19
o 7 13
2 7 15
3 8 17 |
4 9 18
1 5 10 20
6 " 20

7 n 22




Tabela VII. Percentasem de hormonic licado aos anticornos na curva
24
1231.

nadrao do LH entre 10 ¢ 1000 ng/ml, estimados cois LH-

E'Tubosé Conc. LH humano] Percentagem de licédo ‘W'"%de;;;;;“mmnmd
ne/m curva 1| curva 2 | curva 3 Ty
| T : §
7al10! - - 100% . 100% 1004 100%
F: . t00% 1003 . 100% 100%
1 b 0 e 93 19 oy
‘ | ! i '
L2 80 9% 86% 8s%  8%%
3 00 sy . 8w 8% 869
L4 200 T2 6% 3% 71
5 1 400 494 s L 519 508
i : ? é 5 :
6 | 600 3% L 4% 39% | 39%
'; é @
7 1000 O N
i L ? | L
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FIGURA ~-8-

s oo b e ot

Curva padrao para o ensaio de LH humanc(serico) pelo duplo anticorpe.

~%
-

B*= Percentagen de radioatividade total no tubo,
precipitada com o scqundo anticorpo (ARH)

‘A-«m-.«u,
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Tabela VIII. Especificidade.

?Mistura i f 1 Conc. de LH no % Conc. final de
NO :de LH so-~ . i Diluigao . v
; 'ro alto Dﬂuenteé final , soro diluido % LH
- ul ul f . no/ml nag/ml
. 4
11 20 180 1:20 ¢ 21,20 422,50
2 20 1 180 (120 21,20 422,50
'3 160 1 140 16,6 | 59,00 390,00
D | 3 !
4 60 | 140 16,6 . 59,00 390,00
L ! ? i
5 1100 | 100 ©1:4,0 @ 102,20 . 409,00
6 100 | 100 1:4,0 | 102,20 | 409,00
7 M0 | 60 i 1:2,8 154,00 431,20
'8 140 1 60 | 1:2,8 154,00 . 431,20
9 180 1 20 12,2 180,80 397,50
0180 20 12,2 | 180,80 397,50
e Z !
o200 - 12,0 205,00 410,00
i ' ! i |
12 200 -~ 12,0 | 205,00 | 410,00
1_ Y‘=0,998 A ')'(" = 4]0’00
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Tabela IX. Exatidao

- — e .

T T T T T T T I T T T T T T e T e e
i . B

| ! ;
fTu= 1 A i ___Pesultados

' bos | ng/ml Valor Teori-| Valor Obti- Valor obtido

i £o na/ml ‘do na/ml | calculado iRecuperagéa

| } | - Obtido-A -percentual
e e ] /] . ;
t t ¢

(1 100

I é 43,0 1250 25,0 | 58,10 |
2 v a0 3 72,10 ;
3 g 86,0 | 147,0 ; 7,0 ; 54,70 :
o a0 156,0 | 56,0 5,10

5 . " 11290 206,0 | 106,0 - e2,10
6 " 1290 217,0 i117,0 90,70
172, 268,0 ;168,0 97,70
172,0 276,0 %175,0 ; 102,30

" 2150 1300,0 20,0 | 93,00
§

W o N

0 2 | 2150 297,5  197,5 01,90

..._...._.,......__ ! o w! : —

i i ‘ ;
i ~'=0,05 § r= 0.8%60 |
! ! 5
S B — 2
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Tabela X. Sensibilidade.

com i
e H | o o ‘E
0 i b i ? :
1 | 27772 25601 23760 |
2 § 28165 26617 24002
' z
3 ; 27842 . 25437 L 22918
4 | 25560 2018 22017
5 | 28052 26372 | 23708
X = 27478 X = 25789 LX = 23281
s = 1084 L s = 697 s = 815
V= 3,9% L V= 2,73 0 CV= 3,59
CoBe= 003 | B*= 9% | B*= 88y

F critico = 1,56
F= 28,763 significativo para o = 0,05
vy =2 (graus de liberdade do numerador -intraarupos)

Vv, = 12(graus de liberdade do denominador- intergrupos)

Q = 3,77 -significativo



Podemos ,tambem, apreciar a sensibilidade pela inclinacdo da curva no seu
trecho inicial e notamos na ficura 8,que para pequenas variacoes nas quan
tidades de massa fria, grande foi a variagao na percentansm de radiocativi-
dade ligada acs anticorpos.

Foram calculados: teste F e { e vemos pelos resultados, que sao sicnifica-
tivos.

3.7.4. - Precisao.

A tabela XI reune 20 determinagoes inter e intra-ensaios, com as
respectivas medias, coeficiente de variacdo, desvio padrdo e intervalo de
confianca. 0 coeficiente de variacao foi de 4,68% para as medidas no mes-
mo ensaio e 12,5% para as dosagens da mesma mistura de soros realizadas em
diferentes ensaios, no periodo de 12 meses.

3.8. Eficiencia da purificacao em diversos "Sephadex G" (poros).

Na tabela XII apresentamos resultados comparativos da cficiencia-
]251 em "Sephadex" G-50, G-75 e G-100. Escolhemos o
G-100 por apresentar a melhor resolucao.

da purificacao de LH~

3,2. Estudo comparativo entre diversos adsorventes e cromatoeletroforese ,
como método de separacao de LH- 1277 indene, de LH- 221 dani ficado.

A tabela XIII reune tres metodos usados para determinacdo do arau
de pureza das fragoes eluidas do “Sephadex". 0 melhor metodo que se nos a
presenta € a cromatoeletroforase, que no entanto, ndo @ acessivel a rotina.
Dos adsorventes testados, o talco(200mg) recoberto com plasma & o que apre
senta melhores resultados, comparativamente a cromatoeletroforese.

3.10. Amostras de'sotg.

Na tabela XIV temos a amplitude de variacao das concentracoes dos
soros dosados, relativa as diferentes fases do ciclo menstrual, menopausa-
e adrenogenitais.
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Tabela XI. Precisao

Ran

.\\'.,&,

rodutibilidades

|
+
i
i
;
i
i
i
|

Intra-ensaic
20 determinagoes

Inter-ensaio
20 determinagoces

ng/ml na/mi
22,9 20,0
21,5 19,0
22,7 18,4
21,7 17,9
20,0 26,3
22,1 21,2
§ 22,2 27,3
23,2 20,4
21,9 26,6
23,8 25,0
22,0 24,3
21,1 22,3
22,1 21,0
22,6 21,1
21,7 | 24,0
20,2 % 22,8
| 23,9 20,7
% 22,6 ; 21,2
jg 21,4 ; 25,3
‘ 23,0 | 23,7
| X = 22,10 X = 22,43
§ s = 1,05 : s = 2,78
j CV = £,68% CV = 12,41%
, IC = 20,00 a 24,30 IC = 19,65 a 25,21

LA

P

e
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Tabela XII. Confronto das purificacoes com Sephadex: G-50,G-75 e G-700,

— }

§ Percentagem de pureza (teste feito com talco)

et e | e e o = 4+ ot e

NO da fragéo% 6-50 % G-75 6-100
1 87 | 91 93
14 | 80 8 %
5 g7 89 94
15 | 85 88 %3
]
|

NOTA: 0 eluente foi o mesmo, tampao fosfato 0,05Y pH 7,5
! 0 tamanho da coluna foi de 25 x 1 cn.
0 nQ de fracoes recolhidas foi o mesmo para 0s tres casos.
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Tabela XIII. Controle das fracoes de LH-'""I purificadas em gel de

amido e "Sephadex" G-100, usando-se diversos adsorventes ¢ cromato-

eletroforese.

e
Fra%gg ; Carvao -100mg/r1 ; Ta1sp-tab1etes EC;g:g:giletng
gg;cagéo: E mi i % pureza mg ! % puraza 2 % pureza
09.01.73 | | i |

% 0,25 | 67 5D % 36 |
% 0,50 ? 70 ; 100 ; a4 § §
; 0,75 76 2 150 % 48 | §
% 1,00, 79 - 200 | 58 E E
14 é 125 1 79 . 250 é 61 2 554 |
1,50 ea 300 | 64 | |
% 2,00 % 90 f 350 % 67 % %
‘ * | .% |
| | !
? @

0,25 .
i 0,50 74 . 100
0,75

17 1,00

a7

78 | 150 51 |

82 200 ¢ 64 1%

1,50 90 L es0 | o7 | |
2,00 § 93 30 |7 | |
| a | | |
| t ? 5 |

* Cromatoeletroforese foi usada come padrao.
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Tabela XIV. Concentracao de LH sirico em mulheres adultas, em meno-

pausa ¢ casos de hipopituitarismo.

‘ » !
| Fases E Nivel de variacao | Medias do LH
| e . do LH sBrico %
%Dias do ciclo i na/ml ; na/ml
. Folicular precoce | i
| 20- 27 | 25

' Dias 126 ; | |
| ; .;

Folicular tardia % %
| | 19-40 § 30
é Dias 2 a 5 pré-ACME% !

. Pra-ACHE*

| : 150-270 | 250
i Pico do meio do :
ciclo(140 dia)

Lutea inicial ;
‘ 12- 26 5 20
| Dias 2 a 5 pBs-ACHE .

i
! Lutea tardia
¥

; 20~ 28 | 26
' Dias 1a6 é |
{ pre-menstruagao

| Henopausa 120-240 | 200

' Casos de hipo-
' pituitarismo

{
1
i
N £
H '
1
|
i
i

10- 20 18

[

* Dia da provavel ovulacao.



4. DISCUSSTO

Dos diversos aspectos apresentados discutiremos, inicialmente, o pir2

paro do hormonio luteinizante marcado com ]251 e sua purificacao.

A atividade especifica para a marcagao variou de 60 a 90 mCi/mg, e isto se de
ve ao numero de residuos tirosina da molecula de LH hipofisario (5).

A eficiencia da incorporacao do 125

125

I ao LH foi de 40 a 60%, como se observa -
I porque sua meia vida e de 60 dias, em contras-
I que € de 8 dias, e isto nos permite utilizar o hormonio mar-
cado nor longo prazo, sendo entretanto necessaria a sua repurificacao antes
do uso. Comparando-se os resultados de iodacao de LH com 131 ]251 de Aono
e Go]dstein(zg) vemos que ha necessidade do dobro das quantidades de oxidante
(cloramina T) e redutor (metabissulfito de sodio) para radioiodacac C0m1251
]251 ter uma menor

na tabela I. Escolhemos o
te com a do 131

Ie

para atividades especificas comparaveis, em virtude do
gnergia de emissao gama em relagao ao 1311. Porem, 3 medida que transcorre o
tempo, quantidades progressivamente maiores de iodo se desprendem do hormc -~
nio, correspondendo a fragmentos peptidicos com Rf similar ao do ”a_12519 em
cromatografia de camada delgada. Assim, se torna necessario a repurificacao ,
que € realizada a 49C, usando-se o mesmo tipo de gel da purificagao inicial.

Mo processo de iodagdo, uma vez colocado o hormonio, 0s demais reagentes de-
ven ser adicionados com rapidez, nao havendo aumento significante na quantida
de de hormonio marcade apos cerca de 10 minutos da adicao de cloramina T, mas
com este tempo prolongado pode-se induzir perda progressiva de hormonio marca
do por aparecimento de fragmentacao da cadeia peptidica ¢ adsorcao as paredes
do tubo. A adigcao de plasma humano ( ou soro albumina bovina) serve para fi-
xar o iodeto que n3o reagiu, alem de prevenir a perda de hormonio poradSOﬁQSO
as paredes do tubo (Yalow).

0 uso de um sistema duplo de purificagao, eletroforese em gel de amido e cro-
matografia em coluna de exclusdo molecular de “Sephadex"G-100, permitira a ob
tencao de LH—]ZSI, imunoreativamente puro.

Com efeito, a eletroforese em gel de amido & particularmente utilizada para -
separacao de hormonio marcado, de acordo com o seu grau de iodagdo, sabendo--
se que moléculas com residuos de diiodotirosina migram mais rapidamente para
o anodo do que aquelas com grupamentos tirosinicos monosubstituides. Em pl 8-
8,6 cada residuo de tirosina diiodada confere uma carga extra negativa a molc
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cula peis a substituicao do jodo diminui o pi dos fenoxi arupos dos rasiducs
de tirosina.

Apds corrida eletroforetica e posterior autoradiografia( fiqura 5 ) encontra
mos duas manchas correspondentes as fragoes de LH mono (1) e diiodada (2). A
fracao (1) @ escolhida pois, nac sendo intensamente iodada apresenta maior
estabilidade e imunoreatividade(qo), Esta fracac sera purificada em coluna -
de “"Sephadex” G-100G.

0 hormonic marcado ¢ purificado, para radicimunoensaio, & testado para veri-
ficagao de sua pureza. Este teste & feite com talco recoberto com plasma hu-~
mano, pois 0 carvao ativado recobertc com plasma nao tem especificidade pa-
ra as gonadotropinas, adsorvendo fracoes danificadas, como se pode verificar
na tabeia XIII.

Separacao do complexo hermonio-anticorpe do hormonio livre (ndo -
reativo).

0 uso do talco para separar hormonic ligado ao anticorpe do hormonio  livre
2 aplicavel para uma grande variedade de hormonios polipeptidicos, incluindo
insulina, hormonio de crescimento humano, hormonio adrenocorticotrénice, hor
monio da paratireoide e outros (39-40) NOos tentamos o uso deste adsorvente -
para a separacao do complexo H-Ab-H*, mas os resultados foram insatisfatorios
apesar de Levine e colaboradores (?7) afirmarem ser un método facil ¢ reprodu
zivel.

Tambem o carvao nao apresenta especificidade na separagdo. Com isto, tivemos
que recorrer ao scro de carneiro com anti-gama globulina de coelho, que ape-
sar da dificuldade da preparacao e aplicacao, apresenta os melhores resuita-
dos 3:4:5) | Este método tem sobre os demais, a vantagem de sua alta especifi
cidade, por precipitar exclusivamente o complexo LH-anti LH e n3o os demais-
componentes proteicos do soro.

Quanto a avaliagao do metodo, em relacdo a especificidade da tec
nica, vemos na tabela VIII que as concentracoes de LH sérico medidas em cin-
co diferentes diluicoes, nos deram o mesmo resultado do LH serico nac dilui-
do, usando-se como referencia a curva padrao. Este critério & uma condicdo -
necessaria porem nem sempre suficiente para estudo completo da especificida-
de desde que a especificidade do radioimunoensaio depende da pureza dos rea-
gentes e da capacidade do anticorpo de se ligar as proteinas. Para iste
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necassitames que o padrac e o desconhecido tenham enercias identicas do rea-
cac, con ¢ mesmo sitio do anticorpo, numa associacan que nan & facil testar,
Jesde que o3 nadroes sao, frequentemento, preparados a partir de extratos de
hipofises humanas e que os desconhecidos sao amostras de soro humano, existe
a probabilidade de diferentes constantes de associacac/disscciacan. Por osta
razac, seria vantajoso empregar como padrac materiais similares ac dasconhe-

cidc(]ﬁ).

Quante a sensibilidade, definida como a menor quantidade de hormonin nac mar

cado que pode ser distincuida do tracador (soO LH--]?5

I) dependera do erro na
determinac@o das menores cencentracoes de hormonic nao marcado e do  declive
da curva nadrao nestes pontos. CQ estudo estatistico emprecando a analisa de

varianca mostrou que a sensibilidade foi de 10 na/ml.

A analise da reprodutibilidade permitiu-nos avaliar a precisdo do métode em-
pregade que mestrou ser excelente (C.V. = 4,68%) dentro do mesmo ensaio (ta-
bela XI) e satisfatoria (C.V.= 12,41%) inter ensaio.

£ tabela VIII esquematiza os valores encontrados para as concen -
tracdes de LU no scro de mulheres adultas normais com idade variande de 17 a
50 anos nas fases folicular e latea, bem como mulheres em menopausa ¢ €asos
de hipopituiterismo. As medias dos valores foram:
a) 25 na/ml com uma faixa de variacao de 20 a 27 ng/ml nara os dias 1 & 6 da
fase folicular, considerando o 12 dia do inicic do fluxo menstrual:
b) 30 ng/ml, variando de 10 a 40 ng/ml1, nos dias 2 a 5 pré-acme ovulatorio:
¢)250 ng/ml, variando de 150 a 270 ng/ml no acme do meio do ciclo menstrual,
(149 dia) correspondendo a ovulacac:
d) 20 na/ml, variando de 12 a 26 na/ml nos dias 2 a 5 pos-acme ovulatorio,na
fase lutea:
¢) 26 ng/ml, variando de 20 a 28 no/ml, nos dias 1 a 6 pri-menstruagao:
1299 na/ml, variando de 120 a 240 na/ml, em mulheres em menopausa:
n) 18 ng/ml, variando de 10 2 20 ne/ml nos casos de hinopituitarismo:

Hestas condicdes, podemos concluir que os niveis circulantes de hormonio lu-
teinizante no ciclo menstrual se caracterizam por:

1)Fase folicular precoce, caracterizada por niveis baixos ¢ irre-
culares, com tendencia a clevar-se.
2)Fase folicular tardia cu pré-ovulacao, dias anteriores ao 149 -

do cicle, onde se observa um aumento importante do LH, corresnondente a o-
vulagao.
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3)Fase litea inicial, caracterizada por niveis,mais  ou menos, €S

taveis.
4)Fase lutea tardia, ou nré-menstrual,com niveis variaveis, com

tendencia a queda.

kkkdek
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5 - CONCLUSDES

(1) - Heste trabalho padronizamos um mctodo para a dosagem de LH no soro hu-

mano, pela técnica do radioimunoensaio, usando o métode do "duplo anti
corpo” para a separacao do hormonio ligado ao anticorpo espacifico ¢ hormo -
nio marcado livre.

(2) - Introduzimos a t@cnica de separacao do hormonio marcado indene daque-
1¢ danificado, no qual utilizamos como adsorventc talco recoberto com
plasma.

(3) - A tecnica empregada, avaliada atraves da especificidade, axatidao, sen

sibilidade e precisao, permitiu quantificar njveis de LH, circulantes-
no sorc humano, em condigtes de deficiencia (hipopituitarismo) e excesso (me
no pausa), alem dc mostrar variacoes no ciclo menstrual normal.

LN N S
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