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1. INTRODUÇÃO 

A p a r t i r do in forme o r i g i n a l de Yalow e B e r s o n ' ' 5 ' ' - i n i c i o u - s e 

o d e s e n v o l v i m e n t o de t é c n i c a s r a d i o i m u n o l õ ç i c a s capazes de quantj^ 

f i c a r quan t idades pequenas de hormônios p r o t e i c o s e , mais r e c e n t e ­

mente , de subs t anc i a s não p r o t e i c a s . 

Devido ao c r e s c e n t e i n t e r e s s e nos a s p e c t o s e n d o c r i n o l Ó g i c o s r e f e ­

r e n t e s a r ep rodução humana e a n i m a l , t o r n o u - s e n e c e s s á r i o poder 

q u a n t i f i c a r , de forma p r e c i s a , as g o n a d o t r o p i n a s h i p o f i s i r i a s que 

p a r t i c i p a m em sua r e g u l a ç ã o . Durante muito tempo a mensuração d e s ­

t e s hormônios p r o t e i c o s e s t e v e l i m i t a d a a e n s a i o s b i o l ó g i c o s q u e , 

por sua pequena s e n s i b i l i d a d e , tem s é r i a s l i m i t a ç õ e s . 

0 e n s a i o b i o l ó g i c o e o uso de um o r g a n i s m o , ou p a r t e d e l e , para me_ 

d ida de um hormônio a t r a v é s de s i s t e m a s r e c e p t o r e s e s p e c í f i c o s a 

e l e , e x c l u i n d o - s e os demais hormônios e o u t r o s m a t e r i a i s p r e s e n t e s . 

Os e n s a i o s b i o l ó g i c o s são a l t a m e n t e e s p e c í f i c o s , sendo a sua e s p e ­

c i f i c i d a d e , p r o v a v e l m e n t e , d e t e r m i n a d a , p r i n c i p a l m e n t e , p e l a s espe 

c i f i c i d a d e s dos r e c e p t o r e s r e s i d u a i s t i s s u l a r e s . 

Por d e f i n i ç ã o » o e n s a i o b i o l ó g i c o pode s e r denominado " o l h o b i o l ó ­

g i c o " mostrando somente o hormônio no seu e s t a d o f i s i o l ó g i c o 

a t i v o . A c l á s s i c a d e f i n i ç ã o de hormônio e , e n t ã o , a c e i t a . 

0 e n s a i o b i o l ó g i c o de hormônio 1u te i ni z a n t e (LM) humano Ó, c o r r e n ­

t e m e n t e , f e i t o p e l o método do aumento de peso da po rção v e n t r a l da 

p r ó s t a t a (VPU) ou pe l a d e p l e ç ã o do a c i d o a s c ó r b i c o o v a r i a n o (OAAD), 

u t i 1 i z a n d o - s e 3 r a t o s , c o m o ma te r i a l . 

0 r a d i o i m u n o e n s a i o , por sua v e z , se b a s e i a nas c a r a c t e r í s t i c a s an­

t i gêni cas do ho rmôn io , sendo e s t e a v a l i a d o por de te rminada f r a ç ã o 

da c a d e i a p e p t í d i c a que se f i x a ao a n t i c o r p o , quer o hormônio s e ­

j a a t i v o ou não ^ 6 ^ . 

A e s t r u t u r a química do hormônio 1u te i ni z an t e humano é pouco conhe­

c i d a não tendo s i d o d e t e r m i n a d o , com p r e c i s ã o , o ( s ) s í t i o ( s ) da mo 

l e c u l a r e s p o n s á v e l pe l a sua a t i v i d a d e b i o l ó g i c a . Quando t r a t a d o 

com u r é i a , guan id ina ou á c i d o f o r t e , ob t em-se duas subunidades - a 

e 6 - que são b i o l o g i c a m e n t e i n e r t e s mas re têm sua a t i v i d a d e imuno 

l ó g i c a . A a t i v i d a d e b i o l ó g i c a é r e s t i t u i da quando as subunidades -

são i ncubadas j u n t a s . 



Sendo o hormônio 1 u t e i n i z a n t e uma g l i c o p r o t a i n a , os e s tudos qu ímicos 

se tornam mais c o m p l e x o s . A c i d o K - a c e t i 1 neuramín ico e 5 p r o v a v e l m e n ­

t e , o u t r o s c a r b o h i d r a t o s não se acham e n v o l v i d o s na a t i v i d a d e imuno­

l ó g i c a , mas são n e c e s s á r i o s psra a ação b i o l Ó g i c a ^ ^ 3 ^ 5 ^ . São conhe­

c i d o s mui tos grupos d e t e r m i n a n t e s da a t i v i d a d e i m u n o l ó g i c a nos hor­

mônios p r o t e i c o s , podendo se r d i f e r e n t e s das á reas da mo lécu l a r e s ­

p o n s á v e i s pe l a a t i v i d a d e b i o l ó g i c a . Estudos em que se produzem modi­

f i c a ç õ e s na e s t r u t u r a do ho rmôn io , por métodos q u í m i c o s , e n z i m á t i c o s 

ou o u t r o s , r e s u l t a r a m em a l t e r a ç õ e s em ambas as a t i v i d a d e s , b i o l ó g i ­

cas e i m u n o l ó g i c a s . 

Pa rece que hormônio f o l í c u l o e s t i m u l a n t e ( F S H ) , hormônio l u t e i n i z a n -

t e ( ' H l e hormônio g o n a d o t r Ó p i c o (HCG) tem mui tos s í t i o s a n t i g ê n i c o s 

e a lguns podem se r mesmo comuns, dependendo do f a t o da c a d e i a a se r 

a mesma para todos e s t e s h o r m ô n i o s , o que e x p l i c a a i m u n o r e a t i v i d a d e 

cruzada p a r c i a l que apresentam e n t r e s i 0 4 , 1 5 ) ^ 

A n t i s o r o s a l t a m e n t e e s p e c í f i c o s para g o n a d o t r o p i n a s foram p r o d u z i d o s 

em c o e l h o s com a n t í g e n o s impuros , não havendo e v i d ê n c i a s que a n t í q e -

Í* 37 

(3 4 5) 

Em 1966 e 1 967 H i d g l e y e co l a b o r a d o r e s v } 9 ' d i v u l g a r a m um método pa_ 

ra q u a n t i f i c a r hormônio l u t e i n i z a n t e ( L H ) e hormônio f o l í c u l o e s t i ­

mulante humano, u t i l i z a n d o um p r o c e d i m e n t o r a d i o i m u n o l Ó g i c o com o em 

prego de "duplo a n t i c o r p o " ^ , 2 8 ^ . 

0 r a d i o i m u n o e n s a i o de LH, bem como do FSK, ê uma v a r i a ç ã o da t é c n i c a 

g e r a l de a n á l i s e por c o m p e t i ç ã o , que se rá d i s c u t i d a d e p o i s . 0 uso de 

r e a g e n t e s "marcados" com r a d i o i s ó t o p o s ( g e r a l m e n t e o a n t í g e n o ) tem a 

vantagem ó b v i a da f a c i l i d a d e e a l t a p r e c i s ã o da medida . A s s o c i a d a ã 

e x t r a o r d i n á r i a s e n s i b i l i d a d e das r e a ç õ e s i m u n o l ó g i c a s , e s t a s c o n d i ­

ções tornam o r a d i o i m u n o e n s a i o uma t é c n i c a a t r a t i v a . A e s p e c i f i c i d a ­

d e , c o n t u d o , depende de d i v e r s o s f a t o r e s , sendo o mais i m p o r t a n t e a 

pureza do a n t í g e n o "marcado" e sua a f i n i d a d e p e l o a n t i s o r o . 

Nes t e t r a b a l h o procuramos e s tuda r a t é c n i c a de r a d i o i m u n o e n s a i o para 

mensuração do LH em so ro humano v i s a n d o a sua p a d r o n i z a ç ã o de modo 

a t o r n á - l a a p l i c á v e l nas medidas desse hormônio em c o n d i ç õ e s c l í n i -

cas e e x p e r i m e n t a i s . 



PRINCIPIO DO MÉTODO 

Quando urna amostra de um hormônio e a d i c i o n a d a a uma quan t idade fi_ 

xa do a n t i c o r p o ( F i g . 1 ) , uma p a r t e dos s í t i o s de l i g a ç ã o do a n t i -

s o r o se une ao ho rmôn io . Uma amostra do hormônio sendo a d i c i o n a d a 

subsequentemente ( F i g . 2 ) , os s í t i o s l i v r e s do a n t i c o r p o são ocupa 

dos e o r e s t a n t e do hormônio r a d i o a t i v o permanece em s o l u ç ã o , l i ­

v r e . 

ürn segundo a n t i c o r p o . , p r o d u z i d o c o n t r a a gama g l o b u l i r i a da e s p é c i e 

em que se p roduz iu o p r i m e i r o a n t i c o r p o ê en tão a d i c i o n a d o para li_ 

gar e p r e c i p i t a r o complexo h o r m Ô n i o - a n t i c o r p o ( F i g . 3 ) . 

0 e x c e s s o de hormônio marcado ê e l i m i n a d o e somente a rad i o a t i v i dâ  

de l i g a d a ao a n t i c o r p o ( A b ) e contada.Uma r e l a ç ã o i n v e r s a e x i s t e 

e n t r e a quan t idade de hormônio f r i o ( H ) e o número de con tagens no 

p r e c i p i t a d o . 

Cons iderando que a r e a ç ã o obedece a l e i da ação das massas , manten 

d o - s e c o n s t a n t e s as quan t idades de a n t i c o r p o ( A b ) e de hormônio 

marcado ( H * ) , a quan t idade de complexo H* -Ab -H va i se r p r o p o r ­

c i o n a l a quan t idade de hormônio f r i o ( H ) . 

Esta r e s p o s t a pode s e r r e p r e s e n t a d a em papel semi -1og {% de r a d i o ­

a t i v i d a d e p r e c i p i t a d a p e l o s a n t i c o r p o s x c o n c e n t r a ç ã o de hormônio 

f r i o ) dando uma l i n h a r e t a , ou , em papel l i n e a r ( F i g . 8 ) capaz de 

d e t e c t a r pequenas v a r i a ç õ e s na c o n c e n t r a ç ã o das amostras do ( h , 

c r i a n d o assim um s i s t ema o p e r a c i o n a l para o e n s a i o . 

3 



PRINCIPIO DO RADIOIMUNOENSAIO POR 11 DUPLO ANTICORPO" 

Ab 

ANTI-HORMÔNIO :HORM. FRIO: 

ANTI-HORMÔNIO 

f-HORM. FRIO 1 H O R M . - 1 2 5 I 

( F i g . 1 ) 
9 

ANTI-HORMÔNIO 

-HORM. FRIÕ- H O R M . - 1 2 5 I 

Complexo 

so l uve 1 

AAb 

ANTI GAMA GLOBULINA 

, ( F i g . 2 ) 

V 

ANTI GAMA GLOBULINA 

ANTI-HORMÕNIO 

-HORM. FRIÖ- H O R M . - 1 2 5 I 

Complexo 

I n s o l ú v e l 



2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2 .1 .1 . - Padrão de hormônio lutei ¡rizante humano. 

Usamos como referencia LH humano LER-907 fornecido pela Mational Pitui_ 

tary Aeency, sob a forma de solução contendo 1mg/ml de tampão fosfa to . Imo = 48 
(15) 

UI de LH (padronizado por ensaios b io lóg icos )^ ' . 

2 .1.2. -• Hormônio luteinizante humano, para iodação. 

ImunoquTmicamente puro, o hormônio é" obtido a par t i r de hipófises huma 

nas contendo 923 UI/LH e 1,9 UI de FSH por mg. Este hormônio também, foi obtido 

da National Pi tui tary Agency (Estados U n i d o s ) ^ ) . 

2.2 - Anti soro anti-LH humano. 

Preparado em coelhos imunizados com LH humano, extraído de hipófises , 

fornecido pela National Pi tui tary Agency(Estados Unidos). 

2.3 - Antisoro anti-gama globulina de coelho, obtido em carneiros. 
, =i =¿ _ _pj 

Foi preparado usando-se o método de Williams e Chase * para preci ­

pitação das gamaglobulinas com Na2S04 e posterior purificação em coluna -

cromatogrãfica de DEAE-celulose, obtendo-se assim a gamaglobulina pura de coe­

lho que servira para imunizar carneiros adultos, após a adição de adjuvante de 

Freund e bacilos de Koch, pela seguinte técnica: 

a ) Injeção de 2 ml de suspensão, subcutáneamente, em 15 locais difereji 
tes • 

b) Repetir a injeção cada 2 semanas, num total de quatro vezes, inclu­

indo-se a primeira; 

c ) Sangramento do carneiro na primeira semana apôs a quarta injeção e 

escolha da melhor diluição do soro, por imunodifusão em g e l . 

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

no ensaio, pois uma pequena variação na proporção de um deles al terará os resuj_ 

tados do ensaio. 

2.4 - Material radioat ivo. —__, 
0 I foi obtido da Union Carbide Corp. (Estados Unidos) na forma de 

iodeto de sódio, preparado especialmente para iodação de proteinas, ou seja , de 

elevada atividade espec í f ica , na forma de sal de iodo e fornecido em meio l eve ­

mente alcal ino e totalmente l i v r e de agentes redutores, com uma atividade espe­

c í f i c a de 200 a 300 mCi/mg. 



2.5 - Método de iodação. 

1 - Coluna de"Sephadex" G-100 

2 - Placa de gel de amido 

3 - fücroserir.gas Hamilton de 100 e 10 ul 

4 - Hicropipetas Clay Adams de 10, 25 e 50 ul 

5 - Frascos de 10, 30 e 100 ml 

6 - Tubos de ensaio, plásticos de 10 x 75 mm. 

7 -- Bequeres de 100 e 250 ml. 

8 - Pipetas de 1 e 10 ml. 

9 - Frascos de rolha esmerilhada de 5 ml 

10 - Banho de gelo 

11 - Refrigerador 

12 - Congelador 

13 - Balança anal í t ica 

14 - Contador gama automático 

B ) Reagentes: 

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

2 - Tampão fosfato de sódio 0,5 M (Q .E .E .L . ) 

3 - Tampão fosfato de sódio 0,05 n 

4 - Solução tampão fosfato com soro albumina bovina a VÁ, 

(BSA-PBS a 1% ) 
125 

5 - Na- I , l i v r e de carregador (Union Carbide Co.) 

6 - Cloramina T P.A. (Merck) 

7 - Metabissulfito de sódio P.A. (Merck) 

8 - Soro albumina bovina l i o f i l i z a d a (Sigma) 

9 - Azul de bromofenol (Sigma) 

10 - Iodeto de potássio P.A. (Merck) 

11 - Sacarose P.A. (Sigma) 

12 - Agua dis t i lada 

13 - Talco em tabletes de 100 mg (Gold Leaf Pharmacal Co. M J Est.Unid.) 

14 - "Sephadex" G-100 ( Pharmacia Upsalla- Suécia) 

15 - Amido hidrolizado (Cobbaught Medicai Research Lab.) 

-6-

0 método de iodação empregado foi o descrito por Hunter e Gie^nwo^d ' 2 

com pequenas modificações . 0 hormônio a ser iodado foi dissolvido em água dis­

t i lada em uma concentração de lug/ul . 

2.5.1 - Materiais necessários 

A ) Equipamentos: 



C ) Soluções necessárias. 

1 - Solução de Cloranrina T. 

a) 10 mg de clcramina T são dissolvidos em 5 ml de tampão fosfato pH 

7,5, 0,05 í; e deve ser preparada no momento do uso. 

2 - Solução de metabissulfito de sódio. 

a) 25 mg de metabissulfito de sódio são dissolvidos em 10 ml de tam­

pão fosfato 0,051 e deve ser preparada na hora do uso. 

3 - Solução de transferencia. 

a) A 10 ml de água dis t i lada dissolvem-se lOOmg de K l , 1,6 g de Sàc& 

rose e 1 mg de azul de bromofenol. 0 material Ó guardado em fras­

cos de rolha esmerilhada em alíquotas de 1 ml, sendo mantido em 

congelador. 

b) Um frasco ê usado em cada iodação. 

4 - Solução de lavagem. 

Preparada a par t i r da solução de transferencia di lui da ao meio com 

agua d i s t i l ada , sendo preparado no momento do uso. 

5 - Diluente padrão (BSA-PBS a 1%). 

a ) Preparo do PBS ( solução tampão fos fa to ) 

Dissolver 7,15 g de ílaCl P.A. em 25 ml de água. Adicionar 20 ml 

de tampão fosfato 0,5M. 0 pH é* ajustado a 7 com NaOH a 10% e d i ­

luído a 875 ml com água d i s t i l ada . 

b) Preparo do BSA-PBS a U. 

A 99 ml de PBS adicionar lg de soro albumina bovina e mert iolate-

a 1:1000. Agitar ate dissolução completa e estocar em congelador. 

D ) Procedimento: 

Iodação: 

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

2 - Adicione 20 ul de tampão fosfato de sódio 0,5M. 
125 

3 - Homogenizar e adicionar o I ( o calculo e f e i t o para uma a t i v i ­
dade específ ica de 60 a 90 uCi/ug) . 

4 - Misturar e adicioar 10 ul de cloramina T. 

5 - Misturar por exatamente 2 ' e adicionar 50 ul de metabissulfito de 

sódio. 

6 - Agi ta r , levemente, e adicionar 100 ul de solução de transferência. 

7- Misturar com a própria pipeta e t ransfer i r para o sistema de puri-

f i cação. 

8 - Para controle da e f ic iênc ia da marcação utilizamos tampão fosfato 

0,05M pH 7,5 preparado com NaH 2P0 4 .H 20 e Na 2HP0 4 (Q .E .E .L . ) e t a l -

-7-



co em tabletes de 100 mg. 

Em um tubo de ensaio contendo 2ml de tampão fosfato 0,05?' e 

0,1ml de plasma humano de banco de sangue, colocamos uma a-

líquota do tubo de marcação. Após aoitação acrescentamos -

200 mg de t a l co , agitando em "Vortex" ate completa dissolu­

ção do mesmo. ApÕs 20 minutos de centrifugação a 2500 rpm 

e 49C ( L E . C . International Centr i fuge) , separamos sobrena­

dante e precipi tado, que terão suas atividades determinadas 

em contador gama de poço e expressas em percentagem da a t i ­

vidade t o t a l . 

Exemplo: 

Sobrenadante = 12500 c.p.m. 

Precipitado = 12500 c.n.m. 

125 

Resultado = 50 % de LH- i ín tegro , ou 50% de pureza. 

0 hormônio marcado, sem comnonentes danificados e iodo ra­

dioat ivo l i v r e , f ica adsorvido ao ta lco recoberto com plas­

ma. 
Atividade específica do hormônio marcado. 

Em função do baixo nível de hormônios proteicos no soro, ~~ 

a quantidade de hormônio marcado deve ser muito pequena, pâ  

ra que a sua quantidade não seja mais elevada do que a me­

nor quantidade que se deseja medir, podendo-se perder a se_n 

s i b i l idade do método, considerando que a concentração dejHJ 

ê cerca de l O ' ^ m o l e s . Nestas condições, a atividade espe­

c í f i c a do hormônio marcado deverá ser elevada. Entretanto, 

isso também dependerá de outros fa tores , ta is como, a sensj_ 

bil idade do sistema contador e o volume da mistura de incu­

bação a ser contada 06*17)^ p o r o u ^ r o i a f f 0 j a atividade -

específ ica a ser atingida dependera da abundância isotópica 
125 

avaliável do iodo radioativo ( o I sendo l i v r e de carre­

gador, frequentemente, permite o emprego de atividades espe 

c í f icas menores do que o I ) , o número de residuos t i r o -

sínicos por molécula ( no caso do LH temos 5 resíduos de ti_ 

rosina e no FSH 7 ) , peso molecular do hormônio e a toleran-

cia do hormônio marcado ao I ( r a d i o l i s e ) ^ ' 



2.6 - Purificação do hormônio luteinizante marcado. 

E necessário purif icar o hormônio marcado para l i v r a - l o do radioiodo não rea t i ­

vo e de componentes danificados. 

Uma grande variedade de sistemas de purificação tem sido empregados e alguns -

ainda são discutidos. Os mais comurnente usados são: 

2.6.1 --Cromatoeletroforese , realizada com papel de f i l t r o " Whatman 3 MC"em 

tampão borato 0,3 U pH 8,2, passando-se uma corrente de 2mA por f i t a . 0 hormônio 

íntegro permanece na origem enquanto o hormônio danificado migra um pouco atras 

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

cortada em segmentos de 1 cm, a par t i r da origem, e em cada um deles foi deter­

minada a atividade total através do contador gama de poço. 

í 9 201 
2.6.2 - Eletroforese em gel de amidov ' 

Este método é particularmente usado para separação de componentes do hormônio -

marcado de acordo com seu conteúdo em iodo, desde que moléculas com resíduos de 

di iodotirosina migram mais rapidamente para o ânodo do que aqueles com grupamen 

tos t i ros ín icos monosubstituídos. Em pH 8 -8 ,6 , cada resíduo de t irosina diiodja 

da confere uma carga negativa extra a molécula, sendo esta a razão das molécu 

las mais altamente iodadas caminharem com maior velocidade em direção ao ânodo. 

As placas de gel foram fe i tas de acordo com a técnica de Smi th ies^ '^com amido 

hidrolizado "Connaught", conservadas a 49C durante 12 horas, para so l id i f icação . 

Ao termino do processo de iodação, adicionam-se 100 ul de solução de transfere^ 

cia e aplicam-se 40 ul desta mistura a cada um dos sulcos fe i tos no gel de 

amido, a cor azul indicando a zona de migração da albumina ( corada com azul de 

bromofenol). 0 LH apresenta duas zonas na autoradioçjrafia, uma logo atrasda re 

gião da albumina, e outra perto da origem ( F ig . 5 ) . 

A placa Ó colocada na horizontal , o tampão usado ê borato 0,3H pH 8,0 e a ten­

são aplicada dependente do tempo de corrida, variando entre 200 e 100 V pa­

ra 6 e 12 horas, respectivamente. Este tempo é controlado pela migração da albu. 

mina corada que deve a t ing i r a metade da placa. 

ApÕs completar a e l e t ro fo rese , remove-se a placa de gel e coloca-se Filme Royai 

Blue Kodak para autoradiografia, por 15 minutos. Os segmentos correspondentes -

as zonas do hormônio radioativo são retirados e congelados durante 4 horas a 

-209C. 0 hormônio marcado nos diversos segmentos de gel é extrâido com BSA-PBS-

a 1%. 

. g -



A fração ( 1 ) normalmente ê a preferida pois esta l i v r e de superiodação e apÕs-

extração e passada em coluna de "Sephadex" S-100, usando-se a solução de trans_ 

ferência como indicador. 

0 controle da extração foi f e i t o usando-se c teste do talco para saber a pure­

za do hormônio extraído dc gel de amido (tabela I I I ) . 

2.5.3. - Cromatografia em coluna de exclusão molecular. 

Foi escolhido o"Sephadex" G-100,após vários tes tes( tabela X I I ) -

2 .5 .3 .1 . - Materiais necessários 

A) Equipamentos: 

1 - Bureta ou coluna de vidro de 25 x 1 cm. 

2 - Bequers de 100 ml. 

3 - Frascos de 100 e 1000 ml. 

4 - Frascos volumétricos de 1000 ml e frascos redondos de 1000 ml. 

5 - Pipetas de . 1 , 2 e 5 ml. 

6 - Pérolas de vidro de 1 mm de diâmetro. 

7 - Papel de f i l t r o Whatman n9 541. 

8 - "parafilm". 

9 - Bomba de vácuo. 

10 - Refrigerador. 

B) Reagentes: 

1.- "Sephadex" G-100 ( Pharmacia Upsalla Suécia) 

2 - BSA-PBS a 1%-

3 - Tampão fosfato 0,5 Í1 (Q .E .E .L . ) 

4 - Hert iolato (Sigma). 

5 - Soro albumina bovina (Sigma). 

C) Soluções necessárias: 

1 - Tampão fosfato 0.05M pH 7,5. 

2 - BSA-PBS a 1%. 

D) Procedimento: 

1 - Algodão e pérolas de vidro são colocados no fundo de uma bureta, 

constituindo um f i l t r o . 

2 - Preparar o Shephadex G-100 entumescendo-o com tampão fosfato pH 

7,5 e 0,05M. 

3 - Misturar levemente, permitindo a máxima absorção do tampão e e_x 

pansão das partículas do gel estocando durante a noite a 49C , 

com agitação permanente. 
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4 - No outro d ia 3 colocar o frasco numa bomba de vácuo retirando as 

bolhas do g e l . 

5 - Lavar a bureta com tampão fosfato 0,05M. 

6 - Colocar a suspensão de "Sephadex G-100 na bureta, ate a t ing i r a 

altura de 25 cm. 

7 - Adicionar 1,50 ml de BSÃ-PBS a 5% permitindo que atravesse g e l . 

A seguir , lavar com tampão fosfato 0,05M por aproximadamente 10 

minutos. A albumina sêrica serve para cobrir as paredes da coljj 

na e as partículas do g e l , reduzindo então a adsorção não espe­

c í f i c a dc hormônio radioativo pelo v idro . 

8 - A lavagem com BSA-PBS a 5% e tampão fosfato deve ser f e i t a no 

dia anterior a purificação. 

9 - A coluna bem lavada e mantida no refrigerador pode serv i r para 

um grande número de iodações. 

10 - Associando dois sistemas de purif icação, gel de amido e cromato 
125 ~ 

grafia em coluna de exclusão molecular, obtivemos LH- I com 

máxima pureza. 

2.6.4. - Determinação da diluição apropriada dos anticorpos. 

Preparação das soluções de trabalho de anti-hormônio em coelho e an­

t i -gama globulina de coelho em carneiro. 

2 . 6 . 4 . 1 . - Materiais necessários 

A) Equipamentos: 

1 - Tubos de ensaio e suportes para contador gama automático. 

2 - Pipetas de 200 ul e 1 e 10 ml. 

3 - Balões volumétricos de 1000 ml. 

4 - Bequer de 2000 ml. 

5 - Frascos para estocagem. 

6 - "Parafilm" ( American Can Co. ) 

7 - Agitador "Vortex". 

8 - Lápis dermogrãfico. 

9 - Refrigerador. 

10 - Centrífuga refrigerada. 

11 - Contador gama automático. 

12 - Potenciómetro. 

13 - Balança ana l í t ica . 

14 - Estantes metálicas. 
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B) Reagentes: 

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

2™ Hormônio marcado, solução de trabalho. 

3 • Solução estoque anti-gama globulina de coelho em carneiro. 

4 - Soro normal de coelho. 

5 - EDTA dissÕdico P.A. (Sigma). 

6- PBS 

7 - Mertiolato em PBS (1:1000) 

8 - NaOH 5 N ( Merck) 

9 - BSA-PBS a VI. 

C) Soluções necessárias: 

1 - EDTA- PBS. 

- Pesar 18,6 g de EDTA dissÕdico. 

- Adicionar cerca de 800 ml de PBS, aquecer e agitar ate d is ­

so lver . 

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

- Levar a pH 7 por adição de soda 5 M. 

- Transferir para um balão volumétrico de um l i t r o , diluindo a 

marca com PBS e estocar em geladeira . 

2 - EDTA-PBS-SilC a 1:400. 

SNC = soro normal de coelho. 

- A 40 ml de EDTA-PBS, adicionar e dissolver 100 ul de soro -

normal de coelho. 

- A mistura deve ser preparada na hora do uso. 

D) Procedimento: ( F i g . 7 ) . 

1 - Numerar os tubos de 1 a 26 e arrumar em uma estante em 5 colu­

nas de 5 com o tubo 26 como "Blanck'.1 

2 - Colocar 0,5 ml de BSA-PBS a 1% em cada tubo. 

3 - Diluir o anti-LH a 1:100 num o volume final de 2 ml, com a so­

lução ( 2 ) . 

4 - Colocar 0,2 ml dessa primeira di luição do anti-LH nos 5 primej_ 

ros tubos (19 l i nha ) . 

5 - Adicionar 1,0 ml da solução (2 ) ao restante da primeira d i l u i ­

ção do anticorpo, colocando 0,2 ml na segunda linha de tubos -

de 6 a 10. 

ontinuar esta diluição seriada, ate chegarmos a 1:1660, na 

59 linha. 
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6 - Adicionar 0,1 ml da solução de trabalho do LH- I a caca tubo 

incluindo o 269 ( B ) que não ten anticorpo. Incubar a 49C, por 

24 horas. 

7 - ApÕs a incubação, preparar uma diluição de anti-gama globulina 

de coelho ern carneiro a 1:2,5 , a par t i r da solução estoque, -

por adição de 0,8 ml de soro para 1 s2 ml de PBS. Colocar 092ml 

desta mistura nos tubos 1, 6, 11, 16 e 21 (19 coluna). 

8 - Ao restante 1,0 ml da primeira d i lu ição , adicionar 150 mi de 

PBS e desta di luição colocar 0,2 ml em cada tubo da 2? coluna. 

Repetir ate a 59 coluna. A diluição seriada terá então a 

mistura de 1:2,5 , 1:5S 1:10, 1:20 e 1:40. Incubar estes tubos 

por 3 dias no refr igerador. 

9 - Após a incubação, colocar 3 ml de PBS em cada tubo e centrifu­

gar por 30' a 3000 rpm. Decantar os tubos, cuidadosamente, ex­

ceto o n9 26 ( B ) . Levar os tubos ao contador gama automático -

por 1 minuto. 

10 - Posterior exame das contagens das linhas ( várias diluições do 

LH) mostrará uma contagem mis a l t a , que será considerada como 

ótimo de diluição do anti-LH. 

11 - Dentro desta linha, um dos tubos mostrará, aproximadamente 50% 

do total de contagens da radioatividade ligada aos anticorpos. 

Esta e a melhor concentração de anti-gama globulina a traba­

lhar ( tabela V ) . 

2.7. - Procedimento do radioimunoensaio^ 

A realização do ensaio leva 7 dias para se completar com adição de 

materiais no 19, 29 e 39 dias e o término no sétimo. Series completas preci­

sam ser incluídas, para padrões, em cada ensaio. Tubos plásticos devem ser 

usados, para reduzir a adsorção não específ ica das proteinas. 

2 .7 .1 . - Materiais necessários 

A) Equipamentos: 

1 - Tubos plásticos ( 4,5 r ; l ) . 

2 - Suportes para os tubos. 

3 - Pipetas de 0,1 e 1,0 mi. 

4 - "Parafilrn" (American Can C o . ) . 

5 - Agitador "Vortex". 
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6 - Refrigerador 

7 - Centrífuga refrigerada 

8 - Contador gama automático 

B) Reagentes: 

1 •• 6SA-PBS a V/L 

2 •• Solução padrão de hormônio lutei ni zar. t e - LER-907 - da ü.?J. 

3 - Amostras de soro. 

4- Amostras de soro desconhecido. 

5 - Solução de trabalho de anti-LH. 

6- Solução de trabalho de LH marcado . 

7 - Solução de trabalho de anti-gama globulina de coelho em car­

neiro. 

8 - PBS. 

C) Procedimento: 

1 - Separe e numere 49 pequenos tubos em duas estantes. Tubos tíe 

i a 27 numa (padrão) e de 28 a 49 na outra (amostras). Este 

é o número habitual em nossos ensaios. 

2 - No primeiro dia prepare cs tubos como segue: 

- Coloque 500 ul de BSA-PBS a 1% nos tubos 1 e 3 (controles) 

e 7 a 10 e 18 ( t raçadores) . 

- Coloque 400 ul de BSA-PBS a 1% em todos os outros tubos 

exceto 4 a 6, que nada recebem. 

- As duas séries de padrões são dos tubos 11 a 17 e 19 a 25. 

(35} 
2.7.2. - Preparo do padrão de LH humanov ' 

Usamos como referência LH humano LER-907 fornecido sob a forma de 

solução contendo lmg/ml de tampão fosfa to . Urna mg contem 48 Ul de LH. A s u 

ção uso de LH padrão contem 0,01 ng / u l . 

Continuando com o procedimento dc radioimunoensaic, temos: 

- No tubo 25 colocar 100 ul de soro com baixa concentração -

de gonadotropina. Colocar 100 ul de soro com níveis elevados 

de gonadotropina no 28 e no tubo 27 colocar uma mistura de 

partes iguais dos dois anteriores. Estes serão nossos tubos 

controles. 

- Na outra estante colocar 100 ul de soro a ser dosado, em 

cada tubo correspondente. 



! 
H9 tubo BSA-PBS a 1% Padrão de LH 

O.Olng/ul Soro albumina hum. 

1 ul ul ng/ml ul 

11 e 19 100 1 10 100 

12 e 20 95 5 50 100 

b e 21 90 10 100 100 

14 e 22 80 20 200 100 

15 e 23 60 40 400 100 

16 e 24 40 60 600 100 

17 e 25 100 1000 100 
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- A seguir colocar 200 ul de anti-hormônio apropriado ens cada 

tubo. Mos tubos 1 a 3 colocar 200 ul de EDTA-PBS-SNC a 1:400. 

- Cobrir os tubos com parafilme e agi tar no "Vortex". Incubar 

no refrigerador por 24 horas. 

- No dia seguinte, colocar 100 ul da solução de trabalho do 

hormônio marcado em cada tubo (100 ul devera conter de 5000 a 

10000 cpm). histurar e incubar a 49C, por mais 24 horas. 

- No 39 dia, adicionar 200 ul da solução de trabalho anti gania 

globulina de coelho a todos os tubos. Misturar e ref r igerar -

por 72 horas. 

- ApÕs esta incubação colocar 3 ml de PBS em cada tubo e cen­

tr ifugar por 30' a 3000 rpm. Decantar os tubos, exceto 4 a6. 

- Colocar cada tubo nos suportes plásticos e contar por um 

minuto. 

- Os tubos de 1 a 3 contem hormônio marcado sem antisoro e 

são decantados. Estas lei turas indicarão a atividade r e l a t i ­

va a adsorção no tempo de duração da incubação nos tubos, e 

podem ser consideradas BG ("background" ou contagem de fundo) 

- Os tubos 4 a 6 contêm só o hormônio marcado e representa -

rão o "total de contagens" ou radioatividade adicionada a ca_ 

da um. 

- Os tubos 7 a 10 e 18 contêm hormônio marcado mais anticor­

pos, mas não hormônio f r i o . Representam o máximo de hormônio 

(sua radioatividade) possível de ser l igado aos anti-soros. 

Deve estar sempre por volta de 50% da atividade total de con 

tagens. 

- Usando a media de radioatividade dos tubos 7 a 10 e 18 caj^ 

cular a percentagem de ligação nas duas séries de padrões. 

Dispor estes valores em papel milimetrado, percentagem de li_ 

gação x concentração de hormônio no padrão ( F i g . 8 ) . 
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(31) 

2 .8.2. Sensibilidade 

I 

' Tubos 
1 

ílistura de soro 

ul 

Di luente 

ul 

di luição final ; 
i 
i 
i 

M e 2 10 90 1:20 ; 

1 3 e 4 30 70 1 ;6,6 i 

5 e 6 50 50 1:4 I 
: 7 e 8 
1 

70 30 1: 2,8 

i 

1 9 e 10 
! 
i 

90 10 1:2,2 

1 

j 11 e 12 

1 
100 — 1:2 

j 

Pode ser definida como a menor quantidade de hormônio não marcado que pode -

ser destinguida dos traçadores. Desta maneira, a sensibilidade depende do er̂  

ro na determinação da relação da queda i n i c i a l da curva padrão. 

-17 -

2.8. - Avaliação da sequencia operacional para o ensaio do Lfí no soro\ 

2 .8 .1 . •• Especificidade 

A especificidade pode ser definida co:c o nível de segurança para qua não ha­

ja interferência de outras substancias que não se deseja medir. Esta in t e r f e ­

rência pode ser avaliada devido a reatividade imunológica cruzada, a prese£ 

ça de substancias marcadas indesejáveis e diferenças na composição do meio de 

incubação. 

Uma condição necessária., mas nem sempre suf ic ien te , para completa e s p e c i f i c i ­

dade i dada pelo teste da diluição que requer que concentrações hormonais me­

didas em diferentes diluições do soro, em relação a curva padrão, forneça sem 
~ (30 311 

pre o mesmo valor para o soro nao diluido^ ' ' . 

Para o teste da di luição duas amostras de cada di luição de uma mistura de so­

ros com concentração conhecida de LH foram preparados de acordo com a tabe­

la abaixo. A concentração hormonal para cada di luição determinada por referêji 

cia a curva padrão Ó disposta em gráf ico l inear contra a correspondente d i lu^ 

ção e determinado o coef ic iente de correlação. 



A quantidade de anti-soro que dará a curva de queda mais intensa proporciona­

rá o ensaio mais sens ível , desde que pequenas variações da concentração de -

hormônio não marcado, na parte i n i c i a l da curva padrão(concentração hormonal-

baixa) corresponderá a grandes variações de contagens. 

Para se obter máxima sensibilidade requer-se que a atividade do traçador seja 

elevada, empregando assim pequenas quantidades de traçador e grande di lu ição-

do anticorpo. 

A sensibilidade foi avaliada através da analise de variança de 5 determina -

ções do ponto zero de massa f r ia e igual número de determinações do 19 e do -

29 pontos da curva padrão. 

2.8.3. - Precisão 

Esta propriedade pode ser definida como a extensão de um dado número de medi­

das da mesma amostra que dá resultados tão próximos quanto poss íve l , um do qu 

t ro . Uma estimativa da precisão foi obtida calculando-se coeficientes da va­

riação das medidas de dois modos diferentes : 

a) Reprodutibilidade inter-ensaio 

Util izando-se uma mistura de soros normais separamos 20 amostras -

que foram distribuídas em outros tantos dias de trabalho. A media dos valores 

da concentração de LH foi calculada estabelecendo-se um coef ic iente de varia­

ção de ate 20% como l imi te de aceitação. 

b) Reprodutibilidade intra-ensaio. 

Da mesma mistura de soros normais preparamos amostras iguais que-

são processadas no mesmo ensaio. Foram calculados os valores numéricos da coji 

centração e também o coef ic iente de variação, cujo l imi te de aceitação foi de 

16% 

2.8.4. - Exatidão 

Esta caracter ís t ica foi avaliada através de recuperação de quantidades conhe­

cidas de hormônio purificado em solução tampão ou amostras de soro com conce^n 

tração previamente conhecida. 

Esta propriedade foi estudada pela adição de quantidades crescentes de uma -

mistura de soros com concentrações elevadas de LH a uma solução padrão com te_ 

or conhecido de LH, segundo a tabela que segue: 



Concentração de A= TOO ng/ 100 ul. 

Tubos 'Solução A ! Soro normal DSA-PBS 1% 
Resultados 

ul 

1 e 2 1 100 

i 3 e 4 

5 e 6 

7 e 8 

9 e 10 

ul 

20 

40 

60 

80 

100 

ul 

80 

60 

40 

20 

Teórico Observado 

1/10 

2/10 

3/10 

4/10 

5/10 

Obtido-



31 . Controle da e f ic iênc ia da marcação do_LH. 

3 .1 .1 . - A tabela í reúna os rendimentos percentuais de dlvsrsas iodaçdc-s re­

al izadas. 0 controle foi f e i t o usando-se ta lco recoberto com plasma como ad-
1 ''5 

sorvente do LH- " I indene. lies tas condições, pode-se ve r i f i ca r que a e f ic ien 

cia da marcação variou de 41 a 60%. 

3.1.2. - A tabela I I reúne os controles da e f ic iênc ia da marcação por cromato 

e le t ro fo rese , em diversas iodações. A comparação entre as tabelas I e I I , in­

dica sempre resultados mais baixos para a cromatceletroforese nas mesmas amos_ 

tras estudadas. 

3.1.3. - Na figura 4 mostramos uma f i t a cromatogrãfica, onde se observam tres 
125 

picos do at ividade, com as respectivas contaoens, correspondentes ao LH- I 
125 125 

indene, LH- I danificado c l l i v r e . 

3.2. Controle da e f ic iênc ia da extração do LH- I , do gel de amido. 

A tabela Illmostra os rendimentos percentuais das extrações do LH -

- I em varias purificações com e le t roforese em gel de amido. Os testes foram 

fe i tos com talco recoberto com plasma. 

3.3. Purificação do hormônio luteinizante marcado. 

125 

3 .3 .1 . - A figura 5 representa a disposição das frações do LH- I separadas-

por e le t roforese em gel de amido. Notamos duas zonas de migração: (1 ) corres­

ponde ao LH com resíduos de t irosina monoiodadas* (2 ) corresponde ao LH com 

resíduos de t i ros in diiodados. 

3.3.2. - A figura 6 apresenta o graf ico da purificação em coluna cromatogrãfi. 

ca de exclusão molecular em "Sephadex" G-100, após purificação ern e l e t ro fo re ­

se em gel de amido. Notamos um pico único, sendo que nos tubos 19 a 22 estão-

as frações mais puras. 

3.3.3. - A tabela IV reúne os valores percentuais que expressam o grau do pu­

reza das diferentes amostras eluídas da coluna de "Sephadex" G-100, após puri_ 

ficação previa em ele t roforese em gel de amido. 

3.4. Determinação da diluição adequada los anticorpos. 

3 .4 .1 . - A tabela V reúne os dados obtidos nos testes preliminares para a es-
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Tabela I . - Controle da e f ic iênc ia da marcação cie LH- I , em diver 

sas iodações. 

m DATA ATIVIDADE ESPECÍFICA EFICIÊNCIA PERCENTUAL j 

mCi/mg DE MARCAÇÃO j 

1 
¡1 25-8-72 60 

1 
50 ] 

2 10-10-72 74 48 -

<3 r 24-11-72 80 
45 j 

¡4 09-01-73 70 43 1 
5 27-02-73 60 41 ! 

6 19-03-73 65 52 1 
7 24-04-73 75 51 

8 15-05-73 60 60 1 
- ' 
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Tabela I I . Controle da eli£Je,nçJA^a-H!!gJ-SJ0 d o L H " 1 p o r c r o l T i a t o " 

e le t ro forese . 

cm j 
a par t i r | 
da origem 

Fração 

i 1 

Perccntagem da 
radioatividade 

total 
Data da iodação 

1 

2 

3 

4 

L H - 1 2 5 I 

indene 

45% 25.08.72 
1 

2 

3 

4 

L H - 1 2 5 I 

indene 
38% 09.01.73 

1 

2 

3 

4 

L H - 1 2 5 I 

indene 
45% 15.05.73 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

12 

13 

L H - 1 2 5 I 

danificado 

5% 25.08.72 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

12 

13 

L H - 1 2 5 I 

danificado 10% 09.01.73 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

12 

13 

L H - 1 2 5 I 

danificado 

15% 15.05.73 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

1 2 5 I l i v r e 

50% 25.08.72 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

1 2 5 I l i v r e 

53% 09.01.73 

14 

15 

16 

17 

18 

19 

20 

21 

22 

23 

1 2 5 I l i v r e 

40% 15.05.73 
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FIGURA -4-
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Tabela I I I . Controle da e f ic ienc ia da extração do LH- I do gel de 

ami do. 

m Data da iodação Efici ência* 

| i 25.08.72 72 % 

2 

! 

10.10.72 67% 

í 3 
24.11.72 71% 

! 
1 

I 4 

i 
j 
t 

09.01.73 j 81% 
ü 
i 
1 i 

f 
i 

5 
i 
i 

27.02,73 j 64% 
J 

5 

* Percentagem da radioatividade total da secção do gel corresponden 
125 

te a LH- I indene, fixada pelo ta lco recoberto com plasma. 
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FIGURA -5-

Autoradiografia de e le t roforese ,em j^ej 
T?5 

LH e FSH- I 

tanoaão borato 0,3 M pH 8,1 

tempo= 12 horas 

110 V 

11 
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FIGURA -6-

3 

30' 

-) i 1 u - I t. 

10 

L H - 1 2 5 I 

15 20 25 Pinatos 

125, " m l -
Cromatografia de hormônio luteinizante humano marcado com "" V ' I 

(Atividade específ ica= 80 mCi/mg) em "Sephadex" G-100, após pré­

via purificação em ele t roforese de gel deamido. 
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Tabela IV. Controle da pureza das frações de LH- I separadas por 

cromatografia em coluna de exclusão molecular ("Sephadex Q-100) 

* Eluatos contendo a maior percentagem de hormônio- I íntegro. 

Eluato 
Teste f e i t o com talco (200 mg) 

Eluato 
Data da iodação: 09.01.73 JData da iodação: 27.02.73 

Eluato 

\% Dani f i e . ! 
1 1 , 1 " f 

% Horrn.puro % Dani f i e . j % Horm. puro 

11 

1 1 — i 

1 ! 
I 48 i 
i i 

52 49 j 41 

12 j 44 56 ; 
i 

47 I 43 

13 j 45 55 48 42 

14 i 44 
i 

56 43 ; 47 

15 1 43 

¡ 

57 49 51 

i 

15 

! 

1 
i 41 
• 

j 

59 44 56 

i 

! 17 
¡ 
i 

j 

31 69 29 ! 71 

I 18 
i 

j 

! 27 73 28 72 

19 1 1 5 85* 20 
i 

80* 

20 I 13 

i 

87* 

; 

12 88* 

21 ! a 
! 

94* 8 92* 

22 
i 

1 8 

i 

92* 15 85* 

23 
1 

! 2 4 76 
i . 

19 81 

i , ,, í i ' 
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Tabela V. Determinação das diluições adequadas de anti-LH e anti-g^ma 

globulina de coelho. 

cpm 

Iodação:09.01.73 | Iodação: 27.2.73 

31126 

8217 

14126 

17416*** 

11037 

1145 

4372 

8937 

11576 

10008 

2738 

5469 

8791 

12096 

9731 

1784 

3618 

4197 

8736 

7491 

891 

1941 

3895 

5875 

5193 

2144 

28746 

7536 

14091 

15018*** 

8936 

1834 

4976 

10112 

10184 

7326 

2996 

6817 

8319 

10094 

8937 

2231 

4617 

1896 

10061 

6374 

1491 

2836 

4871 

6346 

9638 

3441 
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colha do diluições apropriadas do anti-LH e do anti-gama globulina de coelho* 

os asterisco identificando as diluições escolhidas, 1:100 para o primeiro e 

1:10 para o segundo anticorpo. 

3.4.2. - A figura 7 apresenta um diagrama do ensaio para a escolha das melho­

res diluições do 19 a 29 anticorpos. As linhas representam as diluições cre£ 

centos do anti-LH humano em coelho e as colunas as diluições da anti-gamaglo^ 

buli na de coelho produzida em carneiro. 

3.5. Controle do dano causado ao hormônio luteinizante durante o período de 

incubação. 

Notamos na tabela VI que o hormônio purificado nos dois sistemas, -

gel de amido e gel de "Sephadex" G-100, apresenta menot percentagem de dano 

em relação ao purificado apenas em gel "Sephadex". 

3.6. Curva padrão 

A tabela VII reúne os dados referentes as percentagens de hormonio-

ligado aos anticorpos, na curva padrão. Ha uma relação inversamente proporei, 

onal entre quantidade de hormônio luteinizante padrão ( não marcado) e radi£ 

atividade do tubo (cpm). 

Na figura 8 apresentamos uma curva padrão preparada de modo a abrm 

ger valores de hormônio luteinizante que se estendem de 10 a 1000 ng/ml. 

3.7. Avaliação das caracter ís t icas do método. 

3 .7 .1 . - Especificidade. 

A tabela V I I I reúne os valores em duplicata, expressos em ng/ml, de 

uma mesma amostra de soro, em cinco diluições diferentes . A correlação entre 

diluição e concentração de LH nos deu um valor de r=0,998. 

3.7.2. - Exatidão. 

A tabela IX reúne ao lado das quantidades conhecidas de hormônio l_u 

teinizante de cada tubo, as adicionadas, os valores obtidos e as recuperações 

percentuais. 0 coef ic iente de correlação foi de r= 0,896. 

3.7.3. - Sensibilidade. 

Na tabela X temos 5 determinações do traçador (zero de massa f r i a ) -

H Q , do ponto 1 da curva padrão, H-j e do ponto 2 da mesma curva, Hg. Foram -

calculados o coef ic iente de variação, as medias, e também os desvios padrões. 
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FIGURA -7-

Esquema para determinação da melhor di 1uição do anti-LH 

( l inhas) e do anti-gama globulina de coelho(colunas). 

21 22 
L.23. 1LÀ 25 i 

17 
! 
i 18 119 20 

-44— 
12 13 14 15 

8 10 

I 1 

linhas-
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Tabela V I . Estudo dos níveis de degradação do LH- I durante sete 

dias de incubação. 

pias de 
jincubação 

Percentagem de degradação 

L H - ' " I purificado em gel ! L H - ' " J I purificado em gel 
j de amido e Sephadex G-100 íSephadex G-100 

i 

— t 

1 ! 9 

» Y , .,, • --

' 10 

2 9 ! 11 j 
1 

3 11 I 13 1 
i ! 

4 13 

5 14 17 • 
t 

6 14 \ 18 

7 14 

"" — 

1 7 
" 1 

1 13 

2 7 ! 15 

3 8 17 
í 

4 9 ! 18 

5 10 ! 20 
I 

6 11 1 20 

7 1 1 ! 22 
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Tabela V I I . Percentagem de hormônio lirsado aos anticornos na curva 

125 
nadrao de LH entre 10 e 1000 ng/ml, estimados com LH- I 

! T u b o s j Cone. LH humano 
ng/ml 

Percentagem de ligado 

curva 1 curva 2 ! curva 3 

a 10 ! --- 1 100% 
100% 100% 100% 

18 — 1 100% 100% 100% 100% 

1 : 10 94% 93% 9i% 92% 

2 50 \ 90% 86% 88% 88% 

3 100 1 90% 84% 85% 86% 

4 200 72% 69% 73% 71% 

5 ; 400 ! 49% 
j 

' 52% ! 51% ! 
i ¡ 

50% 

6 
600 

I 

i 37% 1 41% i 39% I 39% 

7 1000 ! 30% 1 34% 
í I 
i 32% í 33% 
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FIGURA -8-

Curva padrão para o ensajo_de LH humano(sérico) pelo duplo anticorpo. 

B*= Percentagem de radioatividade total no tubo, 
precipitada com o segundo anticorpo (AAb) 

Padrão _ 

n° ! ng/ml 

, 1 í 10 
*\ ! 2 í 50 
!R* ; 3 ] 100 
! 4 ; 200 

100-ft ! 5 

20i 

400 
6 I 600 
7 ! 

lng = 0,048 rcU/ml^35) 

1 2 3 4 5 6 7 n<? nadrão 

-33-



Tabela V I I I . Especificidade. 

N9 
!Mistura j 
! de LH so-i 
í ro a l to 1 

( 

Di 1uente | 

ul ' 

1 
Diluição 
final I 

1 

Cone. de LH no 

soro di lui do 

ng/ml 

i Cone. final d e 

ng/ml j 

1 i 20 ; 180 : 1:20 21,20 422,50 j 

2 
i ! 
! 20 i 180 í 1:20 21,20 

1 

422,50 ! 

3 1 60 ! 140 ! 1:6,6 59,00 390,00 ! 
! 

4 
! 6 0 

140 í 1:6,6 59500 
í 

390,00 

5 ' 100 100 1:4,0 102,20 1 409,00 

6 j 100 100 1:4,0 102,20 : 409,00 
j 

i 7 ; 140 60 1:2,8 154,00 ! 431,20 

; 8 

j 

: 140 60 1:2,8 154,00 1 431,20 1 
; 1 

9 
i 180 20 

j 
1:2,2 180,80 397,50 ! 

lio 
l 
i 

\ 180 
i 

20 i 
i 

1:2,2 180,80 . 397,50 j 

! 

m 
! 200 

i 

i 

j 

1:2,0 1 205,00 \ 410,00 

|,2 i 200 
~~ ! 

1:2,0 1 205,00 

j 

1 410,00 

1 

r=0,998 

i 

"x = 410,00 
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Tabela IX. Exatidão 

! Tu- i A 

'bos ; ng/ml 

Resultados 

Valor TeÓri-j Valor Obti-' Valor obtido 
'co ng/ml i do ng/ml \ calculado 
i I : Obtido-A 

'Recuperação 
;nercentual 

J — 

1 

4— _ ... — _! -PSM 

11 
i 

100 1 43,0 
1 

125 ,0 i 25,0 58,10 

1 2 

I ' ! 43 0 
i 

131,0 ; 31,0 72,10 

¡3 
I I í 86,0 147,0 ! 47,0 54,70 

i 

i 4 
I ! 

i 

' 86,0 156,0 1 56,0 65,10 

1 5 . 
i 

I I 129,0 206 s0 ! 106,0 82,10 

1 6 
i 

1) 129.0 217,0 : 1 1 7 , 0 90,70 

'• 
\ 7 
i 

I I ; 172,0 268,0 ¡ 168,0 97,70 
i 

! 8 

i 

'A ! 172,0 276,0 1 176,0 
í 

102,30 

Í9 
i 

I I ! 215,0 300 50 ¡ 200,0 93,00 

lo 2 1 215,0 297,5 ' 197,5 91,90 

i 

j 

° e = o ? o 5 

1 

r= 0.896o 
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Tabela X. Sensibilidade. 

cpm 

N9 

1 27772 25601 Í 23760 

2 28165 26617 i 24002 

3 27842 25437 j 22918 

25560 24918 I 22017 

5 28052 26372 ! 23708 

x = 27478 

s = 1084 

CV = 3,9% 

B*= 100% 

x = 25789 

s = 697 

CV = 2,7% 

B*= 92% 

x = 23281 

s = 815 

CV = 3,5% 

B*= 88% 

F c r í t i c o = 1,56 
F= 28,763 s i g n i f i c a t i v o para a = 0,05 
v-j = 2 (graus de liberdade do numerador -intragrupos) 

Vg = 12(graus de liberdade do denominador- intergrüpos) 

Q = 3,77 - s i g n i f i c a t i v o 
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Podemos ,também, apreciar a sensibilidade pela inclinação da curva no seu 

trecho in i c i a l e notamos na figura 8,que para Dequenas variações nas quan_ 

tidades de massa f r i a , grande foi a variação na percentagem de rad ioa t iv i ­

dade ligada aos anticorpos. 

Foram calculados: teste F e Q e vemos pelos resultados, que são s ign i f i ca ­

t i v o s . 

3.7.4. - Precisão. 

A tabela XI reúne 20 determinações in ter e intra-ensaios, com as 

respectivas médias, coef ic iente de variação, desvio padrão e intervalo de 

confiança. 0 coef ic iente de variação 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 período de 12 meses. 

3.8. Eficiência da purificação em diversos "Sephadex G" (poros ) . 

Na tabela XII apresentamos resultados comparativos da e f i c i enc ia -
125 

da purificação de LH- I em "Sephadex" G-50, G-75 e G-100. Escolhemos o 

G-100 por apresentar a melhor resolução. 

3.9. Estudo comparativo entre diversos adsorventes e cromatoeietroforese , __ _ 
como método de separação de LH- I indene, de LH- I danificado. 

A tabela X I I I reúne tres métodos usados para determinação do grau 

de pureza das frações eluídas do "Sephadex". 0 melhor método que se nos a_ 

presenta é" a croma toei e t roforese , que no entanto, não é acessível ã rotina. 

Dos adsorventes testados, o talco(200mg) recoberto com nlasma 5 o que apre 

senta melhores resultados, comparativamente a cromatoeletroforese. 

3.10. Amostras de 'soro. 

Na tabela XIV temos a amplitude de variação das concentrações dos 

soros dosados, re la t iva as diferentes fases do c i c l o menstrual, menopausa-

e adrenogenitais. 
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Tabela XI . Precisão 

Reprodutibilidade 

Intra-ensaio 
20 determinações 

ng/ml 

22,9 

21,5 

22,7 

21,7 

20,0 

22,1 

22,2 

23,2 

21,9 

23,8 

22,0 

21,1 

22,1 

22,6 

21,7 

20,2 

23,9 

22,6 

21,4 

23,0 

Inter-ensaio 
20 determinações 

ng/ml 

20,0 

19,0 

18,4 

17,9 

26 33 

21,4 

27,3 

20,4 

26,6 

25,0 

24,3 

22,3 

21,0 

21,1 

24,o 

22,8 

20,7 

21,2 

25,3 

23,7 

x = 22,10 

S = 1,05 

CV = 4 

IC = 20,00 a 24,30 

x 

s 

CV 

IC 

22,43 

2,78 

12,41% 

19965 a 25,21 
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Tabela X I I . Confronto das purificações com Sephadex: €-50,6-75 e G-100. 

Percentagem de pureza ( tes te f e i t o com talco); 

N9 da fração 

14 

14 

15 

15 

NOTA: 0 eluente foi o mesmo, tampão fosfato 0,05fi pH 7,5 

! 0 tamanho da coluna foi de 25 x 1 cm. 
t 

! 0 n9 de frações recolhidas foi o mesmo Dara os tres casos. 
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125 

-T~-r:m 

Fração 

L H - 1 2 5 I 
marcação: 
0 9 . 0 1 . 7 3 

Carvão -lOOmg/irl 

ml % pureza 

14 

Talco-tabletes ! C ™ l e t ^ 

ma % pureza % pureza 

0 ,25 i 67 50 j 36 

0 ,50 I 70 ' loo ; 
j i 

44 

0 ,75 ; 76 j. i 5 o \ 48 

1,00 ; 79 
!. ! 
i- 200 i 58 

1,25 ; 79 1' 250 ! 
i; 1 

61 

1,50 ; 84 ji 300 ! 64 

2,00 ; 90 ; 350 ! 67 

55% 

i 0 ,25 71 f 50 j 
41 ! I 

; 
0 ,50 74 1: 100 j 

!• t 
47 

0 ,75 , 78 
• 

li 150 I 
|i ! 

51 i ; 

17 1,00 ! 82 !i 200 ! 64 65% I 
• 1,50 1 90 

i 

|! 250 j C7 

' i I ¡ 
) 

i 2,00 1 93 

I 
li 300 I 

! 1 
i 1 

71 ! i 
i i 

; i 

* Cromatoeletroforese foi usada como padrão. 
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Tabela X I I I . Controle das frações de LH- I purificadas em gel dc. 

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

e le t roforese . 



Tabela XIV. Concentração de LH sérico em mulheres adultas, em meno-

pausa e casos de hipopituitarismo. 

Fases j Nível de variação j Pedias do LH 

e ; do LH sérico í 

Dias do c i c l o j nq/rnl i 
i 

ng/ml 

Folicular precoce | 

; 
: 

20- 27 ! 25 

Dias 1 a 6 : 
í 

i 
i 

I 

Folicular tardia j i 
¡ 
1 

! 10-40 1 30 

Dias 2 a 5 prÓ-ACME* 
j 

Pré-ACME* 

; 

1 Pico do meio do 
i cic1o(149 d ia) 

150-270 250 

1 
; Lutea in ic i a l i 12- 26 20 

Dias 2 a 5 pós-ACHE ; 

i i 
1 Lutea tardia 

; Dias 1 a 6 _ , 
j prê-menstruação 

20- 28 26 

! Menopausa ; 
í 1 

120-240 200 

• 

; Casos de hipo- j 
j pituitarismo ! 10- 20 ; i s 

* Dia da provável ovulação. 

41 -



4. DISCUSSÃO 

Dos diversos aspectos apresentados discutiremos, inicialmente, o pr? 
125 

paro do hormônio luteinizante marcado com I e sua purificação. 

A atividade especifica para a marcação variou de 60 a 90 mCi/mg, e i s to se de 

ve ao número de resíduos t i rosi na da molécula de LH hipofisãr io ( 5 ) . 

125 
A ef ic iencia da incorporação do I ao LH foi de 40 a 60%, como se observa -

125 
na tabela I . Escolhemos o I oorque sua meia vida e de 60 dias , em contras-

131 

te com a do I que e de 8 dias , e i s to nos permite u t i l i z a r o hormônio mar­

cado nor longo prazo, sendo entretanto necessária a sua repurificação antes 
131 125 

rio uso. Comparando-se os resultados de iodação de LH com I e I de Aono 
e Golds te in^ 2 9 ) vemos que há necessidade do dobro das quantidades de oxidante 

125 
(cloramina T ) e redutor (metabissulfito de sodio) para radioiodacao com I 

- r - 125 
para atividades especificas comparáveis, em virtude do I te r uma menor 

131 
energia de emissão gama em relação ao I . Porem, a medida que transcorre o 
tempo, quantidades progressivamente maiores de iodo se desprendem do hormÕ -

125 

nio , correspondendo a fragmentos peptídicos com Psf s imilar ao do ría- " J I , em 

cromatografia de camada delgada. Assim, se torna necessário a repurificação , 

que e realizada a 49C, usando-se o mesmo t ipo de gel da purificação i n i c i a l . 

Mo processo de iodação, uma vez colocado o hormônio, os demais reagentes de­

vem ser adicionados com rapidez, não havendo aumento s ignif icante na quantida^ 

de de hormônio marcado após cerca de 10 minutos da adição de cloramina T, mas 

com este tempo prolongado pode-se induzir perda progressiva de hormônio marca 

do por aparecimento de fragmentação da cadeia peptídica o adsorção âs paredes 

do tubo. A adição de plasma humano ( ou soro albumina bovina) serve para f i ­

xar o iodeto que não reagiu, alem de prevenir a perda de hormônio por adsorção 

as paredes do tubo (Yalow) . 

0 uso de um sistema duplo de purif icação, e le t roforese em gel de amido e cro­

matografia em coluna de exclusão molecular de l iSephadex"G-100, permitirá a qb 

125 
tenção de LH- I , imunoreativãmente puro. 

Com e f e i t o , a e le t roforese em gel de amido é" particularmente ut i l izada para -

separação de hormônio marcado, de acordo com o seu grau de iodação, sabendo-

se que moléculas com resíduos de di iodotirosina migram mais rapidamente para 

o ânodo do que aquelas com grupamentos t i ros ín icos monosubstituidos. Em pH 8-

8,6 cada resíduo de t i rosi na di iodada confere uma carga extra negativa a mole 
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cuia pois a substituição do iodo diminui o p!( dos fenoxi grupos dos residuos 

de t i ros ina . 

ApÕs corrida e le t ro foré t ica e posterior autoradiografia( figura 5 ) encontra 

mos duas manchas correspondentes as frações de LH mono (1 ) e diiodada ( 2 ) . A 

fração (1) Õ escolhida pois , não sendo intensamente iodada apresenta maior 

estabilidade e imunorea t iv idade^ 0 ; . Esta fração será purificada em coluna -

de "Sephadex" G-100. 

0 hormônio marcado e purificado, para radioimunoensaio, e testado para v e r i ­

ficação da sua pureza. Este teste é f e i t o com talco recoberto com plasma hu­

mano, pois o carvão ativado recoberto com plasma não tem especificidade pa­

ra as gonadotropinas, adsorvendo frações danificadas, como se pode v e r i f i c a r 

na tabela X I I I . 

Separação do complexo hormônio-anticorpo do hormônio l i v r e (não -

r e a t i v o ) . 

0 uso do talco para separar hormônio ligado ao anticorpo do hormônio l i v r e 

é aplicável para uma grande variedade de hormônios polipeptTdicos, incluindo 

insulina, hormônio de crescimento humano, hormônio adrenocorticotrónico, hor 
(39 40} - ~~ 

monio da paratireoide e outros v ' ' . Nos tentamos o uso deste adsorvente -

para a separação do complexo H-Ab-H*, mas os resultados foram insat isfatório* 

apesar de Levine e colaboradores afirmarem ser um método fác i l e reprodu_ 

z í v e l . 

Também o carvão não apresenta especificidade na separação. Com i s t o , tivemos 

que recorrer ao soro de carneiro com anti-gama globulina de coelho, que ape­

sar da dificuldade da preparação e aplicação, apresenta os melhores resulta-

¿ 0 5 ( 3 * 4 , 0 ) ^ E s t e m g t o c j 0 t e m s o b r e o s demais, a vantagem de sua alta especif í 

cidade, por precipi tar exclusivamente o complexo LH-anti LH e não os demais-

componentes proteicos do soro. 

Quanto a avaliação do método, em relação a especificidade da tÓ£ 

nica, vemos na tabela V I I I que as concentrações de LH sér ico medidas em cin­

co diferentes d i lu ições , nos deram o mesmo resultado do LH sérico não d i l u í ­

do, usando-se como referencia a curva padrão, Este c r i t é r i o é uma condição -

necessária porem nem sempre suficiente para estudo completo da especif ic ida­

de desde que a especificidade do radioimunoensaio depende da pureza dos rea­

gentes e da capacidade do anticorpo de se l i ga r âs proteinas. Para i s to 
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necessitamos que o padrão e o desconhecido tenham enemias idênticas de rea­

ção, con o mesmo s í t i o rio anticorpo, numa associação que não é" fác i l testar. 

Desde que os padrões são, frequentemente, preparados a par t i r de extratos de 

hipófises humanas e que os desconhecidos são amostras de soro humano, exis te 

a probabilidade de diferentes constantes de associação/dissociação. Por esta 

razão, seria vantajoso emoreoar como padrão materiais similares ao desconhe-

c i d c < 1 6 > . 

Ouanto a sensibi l idade, definida como a menor quantidade de hormônio não mar 
1?5 - ~ 

cado que pode ser distinguida do traçador (so LM- I ) dependera do erro na 

determinação das menores concentrações de hormônio não marcado e do decl ive 

da curva padrão nestes pontos. C estudo e s t a t í s t i co empregando a análise de 

variança mostrou que a sensibilidade foi de 10 ng/ml. 

A analise da reprodutibilidade permitiu-nos aval iar a precisão do método em­

pregado que mostrou ser excelente (C.V. = 4,68%) dentro do mesmo ensaio ( ta­

bela XI) e sa t is fa tór ia (C.V.= 12,41%) inter ensaio. 

A tabela V I I I esquematiza os valores encontrados para as concen -

trações de LH no scro de mulheres adultas normais com idade variando de 17 a 

50 anos nas fases fo l i cu la r e lútea, bem como mulheres em menopausa e casos 

de hipopituitarismo. As médias dos valores foram: 

a) 25 ng/ml com uma faixa de variação de 20 a 27 ng/ml nara os dias 1 a 6 da 

fase fo l i cu l a r , considerando o 1° dia do i n í c i o do fluxo menstrual• 

b) 30 ng/ml, variando de 10 a 40 ng/ml, nos dias 2 a 5 pro-acne ovulatório* 

c)250 ng/ml, variando de 150 a 270 ng/ml no acme do meio do c i c l o menstrual, 

(149 dia) correspondendo ã ovulação: 

d) 20 ng/ml, variando de 12 a 26 ng/ml nos dias 2 a 5 põs-ãcme ovulatÓrio,na 

fase lútea 

e ) 26 ng/ml, variando de 20 a 28 ng/ml, nos dias 1 a 6 prê-menstruação' 

f)200 ng/ml, variando de 120 a 240 ng/ml, em mulheres em menopausa* 

n) 18 ng/ml. variando de 10 a 20 ng/ml nos casos de hioonituitarismo: 

Nestas condições, podemos concluir que os níveis circulantes de hormônio lu-

teinizante no c i c lo menstrual se caracterizam por: 

l)Fase fo l i cu la r precoce, caracterizada por níveis baixos e i r r e ­

gulares, com tendência a e levar-se . 

2)Fase fo l i cu la r tardia ou pré-ovulação, dias anteriores ao 149 -

do c i c l o , onde se observa um aumento importante do LH, correspondente a o-

vulação. 
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3)Fase lutea i n i c i a l , caracterizada por níveis ,-nais ou men 

tãve is . 

4)Fase lútea tardia, ou pré-menstrual ,com níveis va r i áve i s , 

tendência a queda. 

* * * * * 
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5 - CONCLUSÕES 

(1) - Neste trabalho padronizamos um método para a dosagem de LH no soro hu­

mano, pela técnica do radioimunoensaio, usando o método do "duplo anti_ 

corpo" para a separação do hormônio ligado ao anticorpo especí f ico e hormô -

nio marcado l i v r e . 

(2 ) - Introduzimos a técnica de separação do hormônio marcado indene daque­

le danificado, no qual utilizamos como adsorvente talco recoberto com 

plasma. 

(3 ) - A técnica empregada, avaliada através da especif ic idade, exatidão, seri_ 

s ibi l idade e precisão, permitiu quantificar níveis de LH, circulantes-

no soro humano, em condições de deficiência (hipopituitarismo) e excesso (me 

no pausa), além do mostrar variações no c i c l o menstrual normal. 
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