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1. INTRODUÇÃO E PROPÓSITO

Os métodos de microensaio, pelos altos padrões de sensi^
bilidade e especificidade revelados assim como por sua aplicabili-
dade a um extenso número de compostos biológicos, têm sido prefe
rentemente empregados em pesquisas endocrinoiogicas.

Pode-se mesmo afirmar que, em certo sentido, esses mêto_
dos são os responsáveis pelo grande desenvolvimento desse campo da
ciência na última década, respondendo com eficiência ãs necessida_
des mais urgentes dos pesquisadores.

Podemos dizer que os principais problemas enfrentados pe_
Io experimentador dessa área da ciência enquadram-se em 2 itens ge
rais, a saber:

- obtenção de informações quantitativas, o mais exatas
possíveis, dos elementos bioquímicos (hormônio, enzi^
mas, vitaminas, etc.) presentes em tecidos ou fluídos
biológicos;

- discernimento imediato dos sítios e modos de ação des_
ses mesmos elementos.

Com efeito, tem mostrado a experiência que as técnicas
de microensaio, que exploram exatamente a extrema delicadeza das
medidas radioativas e a especificidade que caracteriza as reações



bioquímicas, ajusta-se perfeitamente a essa problemática, oferecer)
do condições ao pesquisador para superar suas facilidades.

Esses métodos, denominados por YaIow e Berson (1960) c£
mo RADIOIMUNOENSAIOS, baseiam-se essencialmente na reação de um ari
tígeno marcado com radioisõtopo e de seu anticorpo específico e
têm sido os preferidos, sempre que se trata de medir com precisãc
e segurança hormônios proteicos e polipeptídicos, comprovadamente
antigênicos em animais de laboratório.

Atualmente o radioimunoensaio vem sendo aplicado também
visando-se medir substâncias tais como octapeptidos e hormônios e^
teroídicos, substâncias não propriamente Imunogênicas mas com as
quais se pode provocar a produção de anticorpos após lograrem-se
alterações estruturais adequadas (Ekins, 1970).

As primeiras tentativas nesse sentido foram feitas por
Ekins (1960) e por Rothenberg (1961), que trabalharam respective^
mente com a tiroxina e a vitamina B,~-

Nos experimentos com substâncias não-antigenicas, porém,
dã-se preferência ao uso de proteínas conjugadoras naturais - "pr£
tein binding" - com sítios de ligação específicos, enquanto que,
com substâncias antigênicas - objetos de nosso presente estudo - ê
mais recomendável a utilização de anticorpos induzidos imunologica^
mente, devido precisamente ã extrema especificidade apresentada pe_
Io antisoros em geral.

0 presente trabalho focalizou exclusivamente um único
hormônio proteico, comprovadamente capaz de comportar-se como e^
celente antígeno e com o qual ótimos antisoros podem ser obtidos
através de sua utilização na imunização de cobaios: o HORMÔNIO OE
CRESCIMENTO HUMANO (HCH).

Esse hormônio wem sendo, durante as últimas 4 décadas,
objeto de exaustivos estudos, numa tentativa de busca do método
mais adequado para sua identificação. Destacam-se em especial o



valor dos trabalhos de Yalow e Berson (1968) nesse campo. Dedica.
ram-se ultimamente ã revisão desses estudos, Körner (1961), Lorai.
ne (1966) e Bell (1967).

Um grande número dos métodos indicados revelou-se satis_
fatÕrio para a estimativa em extratos de tecidos pituitãrios, po
rim nenhum apresentou um nível de sensibilidade suficiente a ponto
de ser capaz de detectar a presença do hormônio de crescimento no
plasma humano, com a desejável regularidade.

0 fato de serem as concentrações de HCH muito baixas no
12

plasma (60 x 10 M ) , sua detecção exige a combinação do método em
pregado com um processo de inibição imunolôgica, de tal modo que
permita ao experimentador, na avaliação de seu ensaio, distinguir
claramente os efeitos de responsabilidade estrita de HCH dos dele
independentes.

Com a aplicação desses métodos, ainda que se realizasse
corretamente a reação, permanecia ainda uma grande dificuldade de
sua visualização por parte do experimentador, que era obrigado a
valer-se da espectrofotometria ou de elementos corantes ou precipj[
tantes, para facilitar essa importante fase da operação.

A substituição desses métodos pelo radiolMunoensaio» *m
1 2 5 <m """

pregando o HCK marcado com I e seu anticorpo específico«ale» de
dispensar esses cuidados complementares ainda revela-se* potencial,
mente, como capaz de uma maior especificidade e maior sensibilida-
de, adequando-se pois ã medida de quantidades bastante pequenas .

A plena realização desse potencial, porém, requer
apreciação cinetica da reação de HCH e anticorpo, assim como
características do hormônio marcado.

das

Para a ilustração dessas afirmativas, a Figura 1 mostra
a série de reações de competição que se desenvolve no radioimunotn
saio. Nela podemos observar que o hormônio marcado com I rtagt
com o anticorpo específico, resultando na formação do complexo hor
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mõnio marcado-anticorpo. Se o hormônio não marcado é adicionado
ao sistema, automaticamente competira* com o hormônio marcado na
união com uma quantidade fixa do anticorpo, passando a formar o
complexo hormônio não-marcado-anticorpo, reduzindo-se conseqüente
mente a quantidade de anticorpo que pode participar da formação do
complexo marcado.

Em outras palavras, a razão entre o hormônio marcado Iî
gado ao anticorpo (B) e o hormônio livre (F), ou seja, B/F cai pro_
gressivamente na proporção do aumento da concentração do hormônio
não-marcado no melo.

Na execução do ensaio B e F serão determinados e a razão
B/F serã transferida para um grafico, registrando nas abscissas as
quantidades conhecidas e crescente do padrão do hormônio, com o
que é obtida uma curva padrão representada na Figura 2.

A concentração hormonal no plasma i assim determinada pe
Ia comparação de B/F observado nas amostras com aquele produzido
pelas soluções-padrão.

Resta ainda discutir os artifícios técnicos mais adequa^
dos para a determinação correta dos componentes B e F .

Nos métodos do radioimunoensaio, o período de incubação
com o anticorpo deve ser seguido de uma técnica especial que permi,
ta separar o anticorpo complexado do antTgeno marcado livre, para
que um deles, ou ambos, torne-se passível de quantificação. As
técnicas empregadas exploram ora as afinidades adsortivas dos hojr
mônios livres, ora as precipitações seletivas dos complexos antíg£
no-anticorpo por um sal, por um segundo anticorpo ou ainda por um
anticorpo unido a um polímero insolúvel. Há ainda a técnica de ex
clusão molecular, que permite separar os complexos formados das p£
quenas moléculas do antígeno livre. No presente trabalho adotamos
para essa fase, a primeira técnica citada, utilizando como adso£
vente específico do hormônio livre o carvão ativo recoberto com
plasma, em virtude de sua fãcil obtenção, praticidade de uso e ain



CURVA PADRÃO PARA O ENSAIO RADIOIMUNOLÓGICO DO

HORMÔNIO DE CRESCIMENTO HUMANO

B/F 8/p vs HCH

j 0.68 •*• Concentração do HCH = 5ng/m|

Conctntroçflo do HCH

ZO "9/ml
5 0 ng/m ,

não diluído

FIGURA 2 - As razões B/F de soluções padrões são colocadas no

gráfico como função das concentrações conhecidas de

HCH. A partir das razões B/F dos plasmas dosados,

as concentrações correspondentes são determinadas na

curva padrão.
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da por simplificar sobremaneira as operações necessárias.

A adoção da técnica do carvão prende-se, ainda, no impor
tante fato de termos tido um treinamento com a Dra.ROSALYN S.YALOW,
da Veterans Administration Hospital (New York, USA), grande perso-
nalidade no campo do radioimunoensaio, muitas vezes citada no pre
sente trabalho.

Dentro dessas condições, propomo-nos demonstrar a exequi.
bilidade da técnica do radioimunoensaio em nosso meio, na dosagem
do hormônio de crescimento piasmatico.

Objetivamos, paralelamente, a padronização do método, de
modo a torna-lo aplicável nas medições desse hormônio na rotina
clínica.

************
§



2. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

Para que atingíssemos os objetivos propostos, tivemos ne
cessidade de trabalharmos com os seguintes elementos:

- um hormônio marcado com radioisotope (Hor*) a que tam
bem chamamos no decorrer da exposição de hormônio tra
çador;

- um anticorpo específico (Ac);

- uma técnica adequada que permitisse separar Hor*-Ac
de Hor*, ou seja, que, com um índice máximo de segiu
rança, possibilitasse o isolamento do complexo horn»
nio marcado-anticorpo do hormônio que não se ligou ao
anticorpo pela saturação dos sítios de união;

- tratamento estatístico para a verificação das condj[
cões e graus de especificidade, sensibilidade, preci^
são e exatidão do método empregado.

Conhecendo a importância de uma escolha criteriosa e de
um tratamento acertado desses instrumentos de trabalho para o bom
êxito de nossa tarefa, cada um desses elementos mereceu, de nossa
parte, cuidados e atenções especiais nas fases iniciais de seleção
e preparo. Passamos a detalhar nosso procedimento durante essa im
portante fase, visando principalmente a definição clara da nature



za dos elementos utilizados assim como a justificação fundamental

desse mesmo procedimento.

2.1. Hormônio marcado (Hort*)

Dentre os vários agentes marcadores disponíveis, nossa esco

lha recaiu sobre o I para a marcação do HCH de nosso experiment

to. Nossa decisão por esse agente obedeceu ãs seguintes razões :

- fácil obtenção desse material, com ótimas características

para a técnica de radioimu

noensaio (isÓtopo livre de carreador);

- bom índice de sensibilidade na detecção desse radioisoto

po, no contador de poço Iig^
do a espectrômetro para raios gama.

Papel importante desempenhou ainda em nossa tomada de deci
125 ~"

são o decaimento lento de I (T 1/2 * 60 dias) que, permitindo

contagens de amostras por tempo mais prolongado, pareceu-nos o

agente mais apropriado para as nossas contigencias experimentais ,

visto que a preparação do hormônio marcado, a montagem do ensaio,

o indispensável período de incubação e a conclusão de contagem das

amostras, geralmente em grande número, são operações que se esten

dem por um espaço de tempo razoavelmente prolongado e que SÓ podem

ser realizados logicamente apôs a obtenção do isõtopo.

Para a marcação do hormônio propriamente dito, levamos em

consideração que o HCH contém 8 resíduos tirosil por PM 21.000 e

que cada um desses resíduos pode aceitar 2 átomos substituídos de

iodo. Como o hormônio excessivamente iodado não pode reter toda a

reatividade imunoquímica, foi calculada uma atividade específica

(a.e.) para uma média de um átomo de I/molécula de HCH, o que é

obtido quando a a.e. é de aproximadamente 115 mC1/mg (Berson e Ya_
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low, 1968).

125,Assim, empregamos para as marcações do HCH com I o meto
do da oxidação pela cloramina T, de Hunter e Greenwood (1962), com
as modificações introduzidas por Berson e Yalow (1968), e utiliza^
mos uma a.e. entre 50 - 100 mCi/mg. 0 metabissulfito de sódio ê
utilizado nesse processo para a redução do iodo oxidado que não te
nha sido substituído no hormônio.

Terminada a adição dos reagentes, o hormônio assim diferen^
ciado foi acrescido de plasma humano para que, pelo seu conteúdo
proteico, fosse prevenida sua adsorçao ao tubo de iodação.

0 curto período de contacto do hormônio com o vidro, nos mo
mentos que precedem sua introdução no sistema de purificação, tive_
ram também um papel auxiliar na limitação dessa adsorçao.

A purificação do hormônio marcado foi ainda um procedimento
indispensável, realizado com a finalidade primeira de livrá-lo do
iodo radioativo não reagente e dos fragmentos hormonais degradados.

0 hormônio degradado geralmente liga-se ou i carreado junta_
mente com as proteínas do plasma acrescentado, que nesse caso foi
previamente corado com azul de bromofenol, para servir como indica^
dor da passagem do preparado iodado através do sistema de purifica
ção.

Em face da importância que teve para nos a obtenção de um
hormônio perfeitamente estável e puro, servimo-nos de 3 consagra-
dos métodos para a purificação de nosso material experimental:

- Adsorçao e eluição em coluna de celulose (Yalow e Berson
1960);

- Eletroforese em gel de amido (Glick e col., 1963):

- FiItração em gel Sephadex G-75 (Hunter e Greenwood,1962).



11

Q método da coluna em celulose, originalmente empregado pa
ra a purificação da insulina I, tem sido também usado para ou_
tros hormônios peptídicos, como o HCH (Yalow e Berson, 1966 b). R£
pido e simples, este método baseia-se na propriedade da celulose
em adsorver o HCH não-degradado, enquanto que os fragmentos degra
dados saem unidos à*s proteínas séricas,

A eletroforese em gel de amido, de comprovada eficiência,
quer como método analítico, quer como técnica preparativa, foi por
nos empregada por permitir a elucidação de certas características
do hormônio marcado que outros métodos de purificação não podem
efetuar, pois possibilita a seleção dos componentes hormonais mar-
cados com diferentes números de átomos de iodo. Pela eluição do
hormônio marcado das diferentes secções do gel, pudemos discernir
as frações mais lentas das mais rápidas. Como se sabe, os compo
nentes mais iodados caminham mais rapidamente para o anodo podendo
ser facilmente excluídos, pois exibem uma imunorreatividade reduzi^
da e apresentam-se menos estáveis durante o desenvolvimento do en
saio.

Na filtração em gel Sephadex as frações degradadas são elu£
das no início e o hormônio íntegro, logo a seguir, sendo o iodo
não reagente retido por mais tempo em conseqüência de suas propojr
ções diminutas.

Submetemos nosso preparado iodado a esses 3 processos de pju
rificação, realizando constantes análises comparativas a fim de
chegarmos ao conhecimento do método mais adequado. Oecidimo - nos
pela utilização do seguinte processo: eletroforese em gel de ami.
do e posterior cromatografia em coluna de exclusão molecular (Se-
phadex) .

Em nossa experiência todas as frações hormonais resultantes
dos diferentes métodos de purificação, foram ainda testadas quanto
ao índice de pureza do hormônio marcado, ou através da cromatoele_
troforese em papel ou pela adsorção em talco ou carvão.
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Para chegarmos ao conhecimento do rendimento de sua marca
ção, esses mesmos testes foram realizados com o hormônio logo após
a iodação.

Baseando-nos no procedimento acima exposto, acreditamos ter
utilizado em nosso experimento, um hormônio de tal forma tratado
que nos permitira conclusões devidamente escoradas em um alto índj_
ce de confiança.

2.2. Anticorpo específico (Ac)

0 hormônio de crescimento humano tem mostrado ser potência^
mente antigênico nos animais de laboratórios, sendo suficiente a
imunização repetida com o Adjuvante de Freund (Berson e Yalow,1967>

Dado o tempo prolongado que exige um programa de imunização
de cobaios para a obtenção de um antisoro adequado, utilizamos no
desenvolvimento deste trabalho um antisoro de cobaio anti HCH doa
do pela National Pituitary Agency (Baltimore, Maryland).

0 anticorpo hormonal velo diluído em soro fisiológico com
1% de soro normal de cobaio. As gamas globulinas deste soro adî
cionado servem para prevenir a perda do anticorpo por adsorção ao
vidro.

Devido a sua alta pontenciai idade e as pequenas concentra-
ções medidas do HCH, o anticorpo foi usado em nossos ensaios nas
diluições de 1:1 x IO6 a 1:3 x IO6.

2.3. Técnica de separação do hormônio livre (F) do complexo for

mado (B)

Os critérios para a escolha de uma técnica conveniente de
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separação devem necessariamente ser relacionados com a perfeição da
separação, com a reprodutibilidade, a flexibilidade de condições»
o volume de incubação e a aplicabilidade, principalmente com reljj
ção a tempo e trabalho dispendido.

Em nosso caso, partíamos de que, embora alguns sistemas hojr
monais antTgeno-anticorpo deem precipitação a altas concentrações
de reagentes, sob as condições do radioimunoensaio as concentra
ções geralmente são tão baixas que os complexos formados permane
cem em solução.

Além disso, dentro do que determina a validade estatística
da radioatividade medida, ê imprescindível baixa concentração do
hormônio traçador, para que se obtenha sensibilidade a pequenas
concentrações do hormônio, no padrão ou em amostras. Obviamente ob
servamos que volumes maiores de incubação permitem uma concentra
ção menor do traçador.

Para contornar essa problemática, tínhamos a nosso dispor to
da a série de técnicas de separação, idealizados e jã aplicados pe_
los experimontadores nesses casos, a saber:

A. Técnicas baseadas na migração diferente do complexo for
mado e do traçador livre:

A.Io Cromatografia. Foi a primeira técnica usada por
YaIow e Berson (1956) no imunoensaio e explora a

adsorção da insulina livre a celulose do papel.

A.2. Cromatoeietroforese. Este processo foi empregado
por Hunter e Greenwood (1964).

a

A.3. Eletroforese. Como no processo anterior, o hortnõ
nio marcado fica adsorvido na origem enquanto o

hormônio complexado migra com as proteínas séricas. Foi usado por
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Yalow e Berson (1960), Roth e col. (1963) e Glick e col.(1963).

A.4. FiItração em gel. Técnica utilizada por Haber e
col, (1965) e Wide e Porath (1966).

B. Técnicas baseadas na separação do complexo formado:

B.l. Precipitação salina. C aplicável quando a solubi^
1 idade característica do hormônio e do anticorpo

são suficientemente diferentes, de acordo com Grodsky e Forsham
(1960).

B.2. Duplo anticorpo. Morgan e Lazarow (1963) deseji
volveram este sistema de precipitação do complexo

solúvel por um segundo anticorpo.

B.3. Fase solida. Através da ligação covaiente, o ari
ticorpo fica unido a polímero insolúveis, método

este aplicado por Catt e coi. (1966) e Catt e Treager (1967).

Iv

C. Técnicas baseadas na adsorção do traçador livre:

C l . Resina de troca iônica. Sistema usado por Meade e
Klitgaard(1962) e Lazarus e Yuong (1966).

C.2, STlica e talco. Desenvolveram esta teoria, Rosse
lin e col, (1966).

C.3. Carvão. Herbert (1965) (1968) estudou a separa
ção do hormônio livre por fixação a este adsorvejn

te.

Dentre todas essas técnicas, decidimo-nos pela aplicada por
Herbert, ou seja, na técnica que explora a adsorção do traçador Ij.
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IV. 1 vre, sendo que o produto utilizado foi o carvão recoberto com pia^
ma.

Ponderamos para nossa escolha algumas razões» tais COR» a
possibilidade de trabalhar-se com grandes volumes de incubaçao, a
facilidade para a obtenção do produto, assim como a rápida adsor
ção do hormônio livre a esse produto.

As propriedades adsortivas do carvão são bem conhecidas e
tem sido largamente exploradas (Hassler, 1963). Porém, sua não-sjj
letividade na adsorçao de diferentes substâncias impediu sua utili_
zação na separação de elementos que se encontrassem numa mesma sç>
lução. Recentemente, no entanto, foi descoberto que o carvão, ou
outros adsorventes, quando recoberto com plasma animal, - o humano
inclusive - passa a adsorver apenas moléculas de configuração e ta_
manho molecular menores do que aqueles do material de cobertura
(Gottlieb e col., 1965). Por extensão, supos-se que o carvão as_
sim preparado poderia ser usado também para a separação de dois
agentes que diferissem significativamente um do outro, em configii
ração e peso molecular. Tais diferenças parecem ocorrer entre o
PM de hormônios livres e PM dos mesmos, quando complexados com um
anticorpo.

Apôs estudos em que o carvão era utilizado como agente sepa_
rador, verificou-se que uma de suas vantagens era a separação qua_
se instantânea que sua presença determinava (Herbert, 1968). Bn
apenas alguns segundos o hormônio livre era adsorvido pelo carvão
e rejeitado o hormônio ligado. Bastava, pois, em seguida resnovê-
Io da solução (por centrifugação) para obter-se a separação do hqr
mônio livre.

1
Hi I

Em nosso experimento, em que utilizamos o carvão recoberto
com plasma como adsorvente, empregamos volumes de incubaçao prepa
rados em uma diluição de 1:25 do plasma, para um volume total de
2,5 ml, o que permitiu uma baixa concentração do traçador e uma
sensibilidade satisfatória a baixas concentrações do HCH, que S o
caso do plasma humano.
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Além disso, o volume total de 2,5 ml foi determinado para
que se prevenisse a perda de uma porcentagem significativa do sp_
brenadante no sedimento do carvão. 0 traçador livre, uma vez ad_
sorvido ao carvão, torna-se de difícil eluição, permanecendo no S£
brenadante apenas o hormônio ligado.

2.4. Tratamento estatístico

Em função da padronização da técnica no presente trabalho,
nosso principal objetivo, esta mesma técnica sofreu uma serie de
avaliações críticas durante o seu desenvolvimento, orientadas prin_
cipaimente no sentido da verificação dos seguintes parâmetros fuin
dementais:

A) Especificidade

B) Sensibilidade

C) Precisão

0) Exatidão

A) Especificidade

É absolutamente imprescindível no ensaio radioimunolõgi^
co que o hormônio piasmãtico endogeno e o hormônio padrão reajam
de forma idêntica com os antisoros, devendo outras substâncias pre
sentes no plasma permanecerem inativas ou terem sua ação controla,
da (YaIow e Berson, 1969b). Para testar esta reatividade semelhairç
te, recorremos â dosagem de uma amostra pi asmatica com elevado te
or de HCH, em diferentes diluições, sendo que cada uma destas foi
comparada ã curva padrão. Observamos uma perfeita correspondência
a curva, pois ao ajustar-se um ponto do plasma diluído, os pontos
restantes situaram-se ao longo da mesma.

A concentração do HCH correspondeu linearmente com o fa_
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tor de diluição, o que vale dizer que houve constância na concen
tração medida do hormônio multiplicada pelo fator de diluição, ou
ainda, que a concentração calculada para o plasma não diluído mo£
trou-se independente da diluição empregada para o ensaio.

B) Sensibilidade

A condições primeira para que se tenha um radioimunoeii
saio sensível é a presença de um antisoro que reaja com o hormônio
a energia elevada. Esta energia de interação reflete-se essencial^
mente no declive da curva padrão (Berson e YaIow, 1967).

Em nosso trabalho os antisoros diluídos na forma convje
niente foram testados contra algumas concentrações críticas do hor_
mÔnio e o anticorpo que mostrou o declive mais acentuado foi o pre_
ferido para nosso ensaio. Trabalhamos na temperatura ligeiramente
superior a O0C e justifica-se o nosso procedimento, se levarmos em
conta que a energia livre da reação antígeno-anticorpo aumenta ã
medida que a temperatura I abaixada.

C) Precisão

No que diz respeito ã precisão do método, ponto impojr
tante e que a quantidade de hormônio marcado seja pequena quando
comparada ã quantidade de hormônio nSo marcado a ser medido.

Em nosso experimento levamos em consideração esse ponto
e aplicamos para a avaliação do fator precisão, o método de uso
corrente em ensaios biológicos, ou seja, a verificação da reprodjj
tibilidade de um mesmo resultado em diversas amostras de um mesmo
material.

A precisão do método foi assim avaliada pelo coeficieri
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tes de variação em dosagens intra-ensaio (condições de rotina) e
inter-ensaio (determinações em diferentes dias) (Melo, 1970). Vata
res muito próximos uns dos outros foram obtidos, o que nos levou a
concluir da precisão do método em função de sua reprodutibilidade.

D) Exatidão

Este parâmetro foi estudado pelo acréscimo de quantida_
des definidas e progressivamente crescentes de plasma ã uma solu^
ção-padrá"o de HCH previamente quantificada.

Obtivemos um bom índice porcentuai de recuperação, o
que constitui um índice seguro da exatidão do método (Melo, 1970).

************
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3. MATERIAIS E MÉTODOS

3.1. Reagentes e soluções reagentes

Utilizamos em nosso experimento:

- 1 2 5I na forma de Na125I em NaOH 0,1 N, livre de carreador
e redutor, de concentração não inferior a 300 mCi/ml (Union
Carbide Corporation). A meia vida (T 1/2) deste isõtopo do
iodo S de 60 dias.

- Albumina Humana "Albumisol". Solução a 5% (Merck Sharp &
Dohme).

- Tampão veronal 0,025 M e 0,05 M, pH 8,6.

- Tampão fosfato 0,2 M, pH 7,4.

- Tampão borato 0,02 M, pH 8,6 e 0,3 M, pH 8,0.

- Äcido clorídrico 0,005 M, pH 2-3.

- Gel Sephadex G-75 (Pharmacia Upsalla). 0 gel foi entumesci,
do em tampão veronal 0,025 M com agitação constante ã tempe
ratura ambiente (1 g em 15 ml).

- Carvão - Norit Grade A (Amend Drug and Chemical Co). Suspe£
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são de 100 mg por ml de tampão veronal 0,025 M (suspensão
obtida por agitação contínua).

- Celulose (Whatmann, W. & R. BaIston, Ltd).

- Gel de amido hidrolisado (Connaught Medicai Research Labo_
ratories).

- Talco - comprimidos de 100 mg (Gold Leaf Pharmaceutical Co).

- Cioramina T (Merck). Solução de 2,65 mg por ml de tampão
fosfato 0,2 M, pH 7,4.

- Metabissulfito de sódio (Carlo Erba). Solução de 4,8mg por
ml de tampão fosfato 0,2 M, pH 7,4.

- Azul de bromofenol (Merck). Corante do plasma humano ou
albumina - "plasma azul" - substância indicadora.

- Veronal-albumina. Solução contendo 2,5 mg de albumina numa
na por ml de tampão veronal 0,025 M.

- Acetona-veronal-albumina. Solução de 20% de acetona em ve_
ronal-albumina.

- Diluente padrão. Solução de veronal albumina com 1% de s£
ro de cobaio.

3.2. Material biológico

3.2.1. Plasma humano

Os plasmas enviados pela 1- Clínica Medica do Hospj_
tal das Clínicas foram obtidos de indivíduos normais e pacientes com
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doenças hipofi sanas, em particular, aqueles com nível elevado de
hormônio de crescimento (acromegalia),

Para a avaliação do método laboratorial preparamos
mistuiras com plasmas de indivíduos normais e plasmas de pacientes
acromegalias, na proporção de 4:1 (mistura P.A.) e na proporção
de 8:1 (mistura P B ) .

3,2 2„ Soro de cobaio anti hormônio de crescimento humano

0 antisoro de cobaio anti HCH doado pela National Pj^
tuitary Agency (Baltimore, Maryland), correspondente a partida 2-
5-19, foi preparado nos laboratórios da Veterans Administration
Hospital, New York. Veio diluído a 1:2,000 em soro fisiológico
com 1:100 de soro normal de cobaio e 1:500 de mertiolato. As gama
globulinas do soro de cobaio têm como finalidade prevenir a perda
do anticorpo por adsorçao ao vidro. A solução estoque foi mantida
a -150C em alíquotas que uma vez descongeladas foram conservadas
em geladeira.

3.2,3. Hormônio de crescimento humano (HCH)

0 hormônio foi doado pela National Pituitary Agency
na forma cristalina (NIH-GH-HS-1394) com atividade hormonal de
2,0 Ul/mg e atividade prolactínica de 6,0 UI/mg. Foi preparado pe_
Io Prof. A.E0Withelmi da Emory University (Atlanta, Georgia).

A solução para a iodação foi preparada dissolvendo -
se o HCH em HCI 0,005 M, pH 2-3, a uma concentração de 1 mg/ml. Pa
ra utilização como so'ucio padrão, este hormônio foi diluído a
1 ug/m1<

Todas as soluções foram conservadas no máximo por 3
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meses, tendo sido divididas em pequenas alíquotas e mantidas a
-150C.

3.3. Marcação do HCH com 125I

3.3.1. Técnica de iodação

Com as precauções usuais na manipulação de material
radioativo, a iodação foi efetuada em tubo de ensaio de 75 mm por
10 mm, empregando-se o método de Hunter e Greenwood, com modifica_
ções de Yalow e Berson (1968).

As quantidades de iodo radioativo e HCH variaram de
acordo com a atividade específica empregada (50 a 100 mCi/mg).

Usando micropipetas descartáveis (Clay Adams), os
reagentes foram adicionados na seguinte ordem e quantidades:

Tampão fosfato 0,2 M, pH 7,4 20 ul

Na125I 1 - 1 0 ul

Solução do HCH 2 - 5 ul

Solução de cloramina T 20 ul

Solução de metabissulfito de sódio 20 ul

"Plasma azul" 5-200 ul

0 intervalo entre as adições foi de apenas segundos
e a mistura entre os reagentes foi efetuada através de um leve S£
pro na micropipeta, apôs cada adição. A quantidade de "plasma azul"
variou de acordo com o sistema de purificação.

A mistura foi imediatamente removida do tubo, com a
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mesma pipeta usada para o "plasma azul", e aplicada ao sistema de
purificação.

3.3.2. Purificação do hormônio marcado

0 preparado Iodado foi submetido aos seguintes
cessos de purificação:

pro

A) Coluna de celulose

Uma pequena coluna cromatogrãfica foi preparada
a partir de uma pipeta graduada de 5 ml, cortando-se a pipeta 12cm
acima da extremidade inferior. Preenchemos a coluna com pÕ de celu_
lose Whatman até uma altura de 4 cm, e para favorecer sua retenção,
introduzimos na extremidade inferior uma pequena quantidade de al̂
godão de vidro.

Acrescentamos 5 ul de "plasma azul" ao preparado
Iodado e o aplicamos sobre a celulose seca. A coluna contendo o
hormônio marcado foi lavada com 10 ml de tampão veronal 0,02 N, pH
8»6, com uso de pressão para acelerar a passagem das soluções atra_
vês da coluna, recolhendo-se 3 frações de 3 ml aproximadamente.Nes

125 ~"

ta fase, eliminamos da coluna o I livre, e compostos degradados
ligados as proteínas do plasma adicionado.

12S

0 HCH-I adsorvído ã celulose foi então eluTdo
sob pressão, com 5 porções de 0,2 - 0,3 ml de acetona veronal al_
bunrína.

B) Eletroforese em gel de amido

0 gel de amido preparado de acordo com o método
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de Smithies (1959), foi colocado no molde apropriado (Buchier Ins_
truments) e mantido a baixa temperatura (5-100C) por aproximadamen_
te 12 horas, para uma boa solidificação.

Adicionamos 40 ui de "plasma azul" ao tubo de ip_
dação, imediatamente apôs a adição do agente redutor. Em cada fen-
da do gel foram aplicados 40 ul da mistura iodada.

A eletroforese foi desenvolvida no sentido verti.
cal (Mod. 3-1008 Buchler Instruments), a 90-100 V, a 40C por 12 ho
ras, em tampão borato 0,3 M, pH 8,6.

Quando a coloração azul das albuminas séricas se
situava na metade da extensão da placa (aproximadamente após 12 ho
ras acima indicados), o processo era interrompido. Ambas as super
fTcies do gel eram então colocadas em contacto com filmes raio-X,
sendo interposta uma camada de "parafilm". 0 tempo de exposição
dos filmes era de 10-15 minutos, sendo os mesmos revelados imedia.
tamente.

A partir das autorradiografias, as placas de gel
foram seccionadas na zona correspondente ao hormônio radioativo,
em 3 segmentos. Cada segmento foi colocado em tubos 16 x 100 mm e
congelados no mínimo por 3-4 horas.

Depois do congelamento, o H C H - I foi eluTdo pe
Ia adição de 1 ml de veronal 0,02 M, comprimindo-se suavemente o
gel com um tubo de ensaio de 13 x 100 mm, ao mesmo tempo em que se
recebia o eluato em outro tubo. Estes foram centrifugados e decan_
tados para remover qualquer partícula de gel.

Para o cálculo da recuperação do hormônio,
mos a atividade dos segmentos de gel, antes e depois da eluíçãc.De
pois dos testes de pureza do hormônio marcado em cada uma das três
frações, guardávamos em congelador ou repurificávamos em gel Sepha.
dex 6-75.
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C) FiItração em coluna de exclusão molecular (Sepha
dex)

O gel Sephadex 6-75 foi previamente entumescidc
por agitação magnética com tampão veronal 0,025 M, pH 8,6, durante
aproximadamente 10 horas. 0 gel foi empacotado com coluna de vi.
dro de 35 x 1 cm, tendo-se vedado sua extremidade com pequena quairç
tidade de Ia de vidro.

0 hormônio marcado contendo 0,2 ml de "plasma a_
z'jl" foi aplicado a coluna. A eluição foi feita com veronal albu-
mina, coletando-se frações de 1 ml através do coletor automático
(G.M. Instrumental Company). Controlou-se os diversos eluatosatra
vês do contador de radiação gama-Tobor (Nuclear Chicago Corpora-
tion), a fim de localizar os picos de atividade com as respectivas
frações. 0 H C H - I íntegro, localizado no 2 pico, era congelado
apôs os testes de pureza.

3.3.3. Testes de pureza do H C H - 0 I

3 técnicas:
A pureza do hormônio marcado foi avaliada através de

A) Adsorção em carvão

Uma amostra do hormônio marcado (-1 ul) foi colo
cada em tubo de ensaio contendo 2,4 ml de tampão veronal 0,025 M e
0,1 ml de plasma de banco de sangue. 0 tubo foi agitado rapidanen
te em "Vortex" e 1 ml da suspensão de carvão (1 mg/ml) foi adicio_
nado. Após agitação, centrifugou-se a 2.000 rpm, por 2 minutos, a
40C (Mod.PR-2, International Equipment Company). 0 sobrenadante
decantado e o sedimento foram contados no detetor de cintilação de
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poço, para radiação gama (Nuctear Chicago Corporation), e a partir
da atividade total, obtivemos a porcentagem do hormônio marcado
que fica adsorvido ao carvão.

B) Adsorçâo em talco

Em um tubo de ensaio contendo 2,4 ml de tampão
veronal 0,025 M e 0,1 ml de plasma, colocamos uma alTquota(: I u I )
do hormônio marcado. Após leve agitação, adicionamos 2 comprimi,
dos (200 mg) de talco, agttando-se em "Vortex" até a completa di£
solução dos mesmos.

Depois da centrifugação (2.000 rpm por 20 mi mi
tos a 4 0C). o sobrenadante e o precipitado foram contados para a

lap

determinação percentual do H C H - I na amostra. 0 hormônio marca-
do, sem componentes degradados e lodo radioativo livre, fica adso£
vido ao talco.

C) Cromatoeletroforese

Para a análise eletroforetica aplicou-se a uma
fita de papel "Toyo 514", aproximadamente 10 ul de uma preparação
iodada, contendo 2 ul de "plasma azul". A eletroforese foi desejn
volvida em tampão veronal 0,05M, pH 8,6, empregando-se 2 mA por fî
ta, a 300 V. 0 final da corrida foi determinada quando as proteT
nas séricas (cor azul) se localizavam a uma distância aproximada
de 5 cm da origem, o que correspondeu a um tempo médio de 60 minu
tos.

Terminada a corrida, secou-se a fita a 370C ou a
temperatura ambiente, A distribuição do iodo entre o HCH marcado,
HCH marcado degradado e iodo hvre, foi quantificado determinando-
se as atividades dos seguintes segmentos da fita:
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da origem até 2,5 cm desta, que correspo£
dia ao HCH-125I puro;

C 2. da origem até 5 cm desta, correspondendo
ã faixa de migração das proteínas séricas
coradas incluindo o H C H - I degradado;

C<3. o restante da fita, que correspondia a zo
na de migração do iodeto livre.

125

3.3.4. Teste de imunorreatividade do H C H - I e seleção de
condições ótimas para o ensaio

10C

Incubamos o HCH- I em duas condições:

125
- H C H - I sem o anticorpo (solução controle);

7 25 ~
- H C H - I com diluições adequadas de anticorpo (sp_

luções de traçadores), diluições essas planejadas
com o fim de obter uma razão (B/F) do hormônio marcado unido (B)
sobre o hormônio marcado livre (F), no intervalo de 0,8 a 1,2.

A partir do anticorpo diluído a 1:2.000 ( solução es
toque) foram preparadas diluições de 1:1x10 , 1:2x10 e 1:3x10 ,
com o diluente padrão. A quantidade de H C H - I adicionada foi a
suficiente para dar 1000 cpm por ml da solução final.

A série de soluções foi incubada a 40C por 4-6 dias,
fazendo-se testes diários con: castras de 2,4 ml da solução contn>
Ie e 2,4 ml de cada traçador. A cada amostra foi adicionada 0,1
ml de plasma e após leve agitação, 1 ml da suspensão de carvão.

f:1
Os tubos foram centrifugados a 2.000 rpm por 20 minu

tos a 40C. Determinaram-se as atividades de cada sobrenadante (B)
e sedimento (F). A eventual! degradação do hormônio é acusada no



28

sobrenadante da emostra da solução controle, o seu valor porcentjj
ai foi determinado a partir da soma das atividades ( sobrenadante
e sedimento)

0 grau de ligação do hormônio marcado ao anticorpo
foi avahado através da razão B/F apresentado pelas soluções detra
çadores. A menor diluição do anticorpo que apresentasse uma razão
B/F em torno de 1, sem grande aumento da degradação do hormônio
marcado, era a escolhida para ser usada no ensaio.

3.4. Técnica do radioímunoensaio

3.4.1• Preparo das amostras de plasmas

Os plasmas guardados a -150C foram descongelados e a
seguir centrifugados (40C) para a retirada da fibrina. j

0 ensaio foi desenvolvido com o plasma diluído a f
1:25, pipetando-se 100 ul de cada amostra, com a pi peta "Biopet" e ;]
ponteiras descartáveis "Biotip" (Schwarz/Mann). Para o controle da J
degradação do hormônio, de cada série de plasmas, separava-se uma
alTquota (100 ul). •

3.4.2, Curva padrão

Uma quantidade extamente pesada de HCH padrão foi dis_ j
solvida em HCI 0,005 M, pH 2,3, a uma concentração de Iug/m1(solij f
ção estoque). Desta solução 50 ul foram levados a 1 ml com diluen ]
te padrão (50 ug/mi). A partir desta nova solução foram feitas pî
petagens dos padrões, em duplicata, conforme mostra o protocolo
indicado na Tabela A. Levou-se o volume dos padrões pipetados a
100 ul» com diluente padrão.

1
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TABELA A

PROTOCOLO DO ENSAIO OO HCH PLASMÄTICO

TUBOS

Traçador A
Traçador B
Traçador C

Traçador D

Controle
do Padrão

Padrão n91
Padrão r>92
Padrão n93
Padrão n94
Padrão n95
Padrão n96
Padrão n97
Padrão n98
Padrão n99

Padrão r>910
Padrão n911
Padrão n912

Padrão n913
Padrão n914

Controle do
plasma
Plasma

CURVA

PADRÃO
*HCH
Ul

-

-

-

-

_

1

2

3
4

5

10

15

20

30

40

50

60

70

100

•

PADRÃO

PADRÃO
HCH

ng /ml

-

-
-
-

_

0,02

0,04

0,06

0,08

0,10

0,20

0,30

0,40

0,60

0,80

1.0
1.2

1.4

2,0

_

DILUENTE
PADRÃO

Ul

100

100

100
100

100

99

98

97
96

95
90

85

80

70

60

50

40
30
-

PLASMA

Ul

-

-

-
-

-

-

-
-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

100

100

DILUENTE
PADRÃO

+

HCH-125I
ml

-

-
-
-

2,4

-

-

-
-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

-

2,4

DILUENTE
PADRÃO +
HCH-125I

+ANTICORPO
IDl

2,4

2.4
2,4
2.4

-

2,4

2,4
2,4
2.4

2.4
2,4

2,4

2,4

2,4
2.4

2,4

2.4

2.4

2.4

2.4

•1

* Padrão de HCH • solução de 50 ng/ml.
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Quatro tubos (A, B, C, D) foram ainda preparados pa_
ra avaliar a ligação do H C H - I ao anticorpo na ausência do HCH
padrão e/ou plasma. No lugar destes, os tubos continham 100 ul de
diluentes padrão, e foram chamados de traçadores. A média das ra
zões B/F dos traçadores, determinados no final do ensaio, foi con,
siderada como o B/F inicial da curva padrão.

Mais dois tubos (E, F), contendo também 100 ul de di_
luente padrão foram preparados para o controle da degradação do
hormônio.

3.4.3. Seqüência operacional do radioimunoensaio do HCH
piasmatico.

I
1

Nos tubos controle (do HCH padrão e dos plasmas) fo
ram colocados 2,4 ml de diluente padrão contendo HCH- I em uma
quantidade suficiente para dar 1000 cpm por ml.

Posteriormente as estas pipetagens, adicionava-se ao
restante do diluente, o anticorpo específico na diluição determina,
da pelos testes prévios (geralmente 1:2x10 ). Esta solução com o
hormônio marcado e anticorpo foi chamada de solução de incubação.

Conforme é mostrado no protocolo da dosagem (Tabe
Ia A ) , todos os volumes foram levados a 2.5 ml e a ordem de adição
dos 2,4 ml da solução de incubação aos tubos (exceto os de contro
Ie) foi a seguinte:

1 Traçador A

2. Números pares da série de padrões

3. Traçador B

4. Amostras de plasmas desconhecidos

5. Traçador C
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6. Números Tmpares da série de padrões

7. Traçador D

Depois de agitados, os tubos foram levados ã incuta
ção a 40C.

Da mistura do diluente padrão contendo apenas o ho£
mõnio marcado, separamos 20 ml para o controle paralelo ã dosagem
(CP.).

Posteriormente à* adição do anticorpo, também 20ml fo
ram reservados, para o estudo paralelo do comportamento do traça,
dor na dosagem (T.P.).

3.4.4. Controle da degradação e da ligação do hormônio ao
anticorpo, durante o período de incubação.

Retiramos, diariamente, alíquotas de 2,4 ml dos fra£
cos "CP." e'T.P.", desde o início até o final da incubação. A ca_
da alíquota foi adicionado 0,1 ml de plasma e 1 ml da suspensão de
carvão (100 mg/ml).

Após a centrifugação nas condições ja citadas, as
atividades dos sobrenadantes e precipitados foram determinadas no
contador de cintilação (de poço) para radiação gama, integrando-se
pelo menos 10.000 impulsos.

3.4.5. Separação do hormônio marcado livre do hormônio liga

do ao anticorpo.

De acordo com os vaiores acusados no procedimento do
item anterior, era determinado o momento do equilíbrio da reação
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hormõnio-anti corpo, e com isto a finalização da incubação.

Esta finalização estava condicionada ao alcance do
valor de B/F (fornecido pela amostra do frasco T.P.) no intervalo
de 0,8 a 1,2, dentro de uma faixa de degradação do hormônio (forne_
cida pela amostra do frasco CP.) de até 15%. Isto era conseguido
geralmente, entre 4-6 dias de incubação.

Aos tubos que não continham plasma, ou seja, aos trâ
çadores e padrões, adicionamos 0,1 ml de plasma de banco de sangue.

Posteriormente, a todos os tubos foi adicionado 1 ml
da suspensão de carvão. Depois da agitação em "Vortex", estes f£
ram centrifugados a 2.000 rpm, por 20 minutos a 40C.

Os sobrenadantes separados por decantação, bem como
os sedimentos, foram contados em cintilador automático para radia_
ção gama, por tempo médio de 10 minutos, ou o suficiente para o
acumulo de aproximadamente 10.000 impulsos.

3.4.6. Cálculo e correção dos resultados

As atividades dos sobrenadantes obtidos dos tubos
controle (padrões e plasmas) representam a fração do hormônio irar
cado degradado durante a incubação, lembrando que estes tubos con

125 ~

têm somente o H C H - I sem o anticorpo. Esta mesma atividade apa_
recerã, logicamente, nos sobrenadantes dos demais tubos ( traçado-
res e plasmas dosados), somando-se ã atividade correspondente ao
complexo formado. Desta maneira, na determinação da relação B/F,
o valor percentual da degradação do hormônio deve ser descontado,
o que i feito com a seguinte operação:

B/F corrigido * B - {(B + F) x D)

F
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onde: D „ cpm do soorenadante (tubos controle)

cpm total

B = cpm do sobrenadante

cpm do precipitado

(traçadores, padrões e
plasmas dosados)

Colocando-se em ordenada o B/F corrigido contra as

concentrações correspondentes do HCH padrão, obtemos os pontos pa_

ra a contrução da curva padrão. A concentração hormonal da anns

tra plasmãtica é calculada a partir desta curva, multiplicando -se

a concentração lida por 25 (fator de diluição).

3.5. Analise estatística

3.5.1. Especificidade

í ••

Para a verificação da reatividade semelhante do £

monio plasmatico e o hormônio padrão, a mistura plasmãtica P.A.

foi diluida conforme a Tabela B.

TABELA B

I

TUBOS
no

1 e 2
3 e 4
5 e 6
7 e 8
9 e 10

PLASMA

Ul

10
30
50
70
90

VERONAL ALBUMINA

Ul

90
70
50
30
10

DILUIÇÃO FINAL

Ul

1:250
1:83
1:50
1:35
1:27

4

il



34

O volume dos tubos foi levado a 2,5 ml com a mistura
125de incubaçâo (HCH- I mais anticorpo). Posteriormente foram leva

dos S geladeira (40C) para Incubar por 4-6 dias.

3.5.2. Sensibilidade

A sensibilidade do método foi avaliada através de de,
cl1ve de uma curva padrão (curva dose-resposta). Esta foi cons-
truída com concentrações de HCH padrão que variaram no Intervalo
de 0,1 a 2 ng/ml. A diluição de 1:2x10 do anticorpo foi a que, em
geral, mostrou a melhor Interação com o hormônio, e empregada no
ensaio.

0 protocolo da dosagem está esquematizado na Tabela

A.

3.5.3. Precisão

Da mistura de plasmas P.B., guardada a -150C, pi peta
mos 20 amostras de 0,1 ml para a quantificação do HCH e o estudo
da reprodutibilIdade Intra ensaio.

Em 20 ensaios diferentes, determinamos a quantidade
de HCH em 0,1 ml da mesma mistura de plasmas, para a verificação
da reprodutibilidade inter-ensaios.

3.5.4. Exatidão

A exatidão da técnica empregada foi avaliada através
de 10 determinações, pela adição de quantidades crescentes da mis_
tura P.A. de plasmas, a 50 ul de uma solução com HCH de teor co
nhecido (C).

Paralelamente, foi dosada 0,1 ml da mesma mistura de
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plasma P.A., para a quantificação do HCH neste volume, e determina,
ção da concentração teórica das diluições.

A recuperação do hormônio foi determinada de acordo
com o esquema da Tabela C.

TABELA C

TUBOS

1 e 2
3 e 4
5 e 6
7 e 8
9 e 10

SOLUÇÃO C
Ul

50

50
50
50
50

PLASMA P.A.
Ul

10
20
30
40
50

VERONAL
ALBUNINA

Ul

40
30
20
10
0

RESULTADOS

TEÓRICO

1/10 M
2/10 M
3/10 M
4/10 M
5/10 M

OBSERVADO

Obt - C
Obt - C
Obt - C
Obt - C
Obt - C

M - 100 ul de plasma P.A.

Obt - obtido para cada tubo.
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4. RESULTADOS

Damos abaixo uma serie de Tabelas e Figuras demonstrati-
vas dos resultados obtidos em diferentes fases do nosso trabalho.
Em função da clareza, algumas indicações foram concentradas em ca
da uma delas, visando a maior facilidade de sua leitura.

TABELA I

CONTROLE DO RENDIMENTO DA MARCAÇÃO DO HCH-125I

DATA

10/12/70
15/02/71
07/05/71
13/09/71
04/10/71
17/01/72
27/01/72
10/05/72
20/02/72

ATIVIDADE ESPECIFICA
mCi/mg

96
100
47
92

88
80
82
78
96

RENDIMENTO PORCENTUAL OA MARCAÇÃO
%

83

67
64
74
73
79
68
62
72

Iodações do HCH efetuadas com a.e. altas (1OO raCi/mg) e
baixas (47 mCi/rng) mostraram grande eficiência nas marcações. O
rendimento médio foi de 71%.

I1
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TABELA II

CONTROLE DA PUREZA DAS FRAÇÕES DE HCH-125I

INTEGRO SEPARADAS POR ADSORÇAO EM CELULOSE

ELUENTE

Tampão
Veronal

Acetona-
Veronal-
Albumina

1

2

3

4

5

6

7

8

ELUATOS RECOLHIDOS
(c.p.m.)

534

11

5

23

31

10

7

7

I

.223

.430

.185

.952

.532

.427

.709

.291

II

194.202

3.961

1.648

2.140

3.565

16.170

9,709

6.579

III

347

22

3

10

9

8

5

4

.790

.340

.247

.782

.472

.840

.234

.941

DISTRIBUIÇÃO DOS
VALORES PORCEN
TUAIS DE PUREZA"

NOS ELUATOS

I

-

-

-

96

97

90

88

88

II

-

-

72

77

84

80

78

III

-

-

92

90

85

78

70

Partidas de HCH (I, H e III) foram purificadas em colu_
na de celulose, logo apôs a iodação. A alta atividade da primeira"
fração eluída acusa a eliminação do iodo não reagente e frações de_
gradadas. A partir da fração 4, os eluatos mostram um conteúdo
percentual alto de HCH-125I, porém heterogêneos.
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AUTORADiOGRAFiA D O H.C.H. —-125 i
PURIFICADO POR ELETROFORESE EM
GEL DE AMIDO.

regido da anodo
albumina

origem

FIGURA 3 - Hormônio aplicado ao gel de amido imediatamente apôs
a iodaçâo. A zona do gel correspondente ao hormônio
purificado foi dividida em 3 segmentos, para a separa
çao do H C H - I de acordo com o grau de iodaçSo. A
recuperação do hormônio marcado do gel foi cer
ca de 60%.
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TABELA III

CONTROLE DAS FRAÇÕES DE HCH-125I PURO SEPARADAS POR

ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO E POSTERIOR CROMATOGRAFIA

EM COLUNA DE EXCLUSÃO MOLECULAR (SEPHADEX)

PARTIDAS

1/71

3/71

z/n

DISTRIBUIÇÃO DOS VALORES PORCENTUAIS DE
PUREZA NAS DIFERENTES FRAÇÕES ELUlDAS

PURIFICAÇÃO EM
GEL DE AMIDO

a) 86

b) 87

c) 85

a) 90

b) 90

c) 87

a) 85

b) 91
c) 90

REPURIFICAÇÃO EM
GEL SEPHADEX

92
93

90

95

97
96

94
94
95

125O quadro expresse o grau de pureza_do HCH- I separado
por eletroforese em gel de amido (frações a, b, c). JIo sen-
tido de obter-se hormônio mais imunorreativo, as frações hojr
mônais foram repurifiçadas em gel Sephadex G-75. ~"
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CROMATOGRAMA DA F ILTRAÇSO EM 6EL SEPHADEX G-75

DO HCH- 1 2 5 I

CPM

IXiO

IO 20 30 40
EFLUENTE (ml)

Figura 4 - Purificação do hormônio marcado logo apôs a iodação.

Apôs a eluição do hormônio degradado (19 pico), sepa

ram-se as frações correspondentes ao H C H - I puro,

com o pico máximo em geral no tubo n9 10 (29 pico). O

iodo l ivre i acusado nos efluentes bastantes posterity

res ao do hormônio íntegro.

[3
fí

_J



TABELA IV

CONTROLE DAS FRAÇÕES DE HCH-125I PURO SEPARADAS

POR ELUIÇÃO EM COLUNA DE GEL SEPHADEX G-75

41

PARTIDAS

2/71

4/71

1/72

2/72

3/72

DISTRIBUIÇÃO DOS VALORES PORCENTUAIS
DE PUREZA NOS ELUATOS

I

95

94

90

92

96

II

96

96

93

94

95

III

96

93

92

94

95

O HCH submetido a iodação foi purificado, logo • seguir,
em gel Sephadex G-75. A Tabela reúne os valores altos e honog«
neos dos eluatos (I, II, III) de 1 ml.
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TABELA V

COMPARAÇÃO ENTRE A CROWATOELETROFORESE, ADSORÇÃO

EM CARVÃO E ADSORÇÃO EM TALCO, NA IDENTIFICAÇÃO

DOS ELEMENTOS FORMADOS NA IODAÇÃO DO HCH 3/72

TÉCNICA

Cromatoeletroforese

Adsorção em carvão

Adsorção em talco

DISTRIBUIÇÃO PORCENTUAL DAS ATIVIDADES

HCH-125I
íntegro

61

62

58

HCH-125I
degradado

6

1 2 5I livre

33

38

42

Às 3 técnicas comparadas mostram que apenas a cromatoel*
letroforeee fornece distintamente os valores percentuais das frí
ções degradadas e do I livre. O resultado obtido com õ*
carvão, quanto ao teor de HCH-125I, se aproximou bastene« da
cromatoeletroforese.
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REPRESENTAÇÃO GRÁFICA LINEAR OA VARREDURA OA FITA

DE PAPEL NO CONTROLE DO HCH-125I POR CROMATO -

ELETROFORESE

A

.%

%

• ' $

HORMÔMO DE CRESOMENIQ
J 1 U I DAHUflÇAOO

1"0MMeE1T "

r

FIGURA 5 - A varredura de uma fita por um detetor gama acoplado a
um registrador, permitiu a identificação de 3 picos,
correspondentes a:
a) Um pico na origem constituído de HCH-125I puro que

fica adsorvido ao papel no local da aplicação;
b) Um pico central representando os componentes hormo

nais degradados ligados ãs proteínas sêricas ou mi
grando com elas por causa da perda da capacidade de
adsorção a celulose do papel;

c) Um pico final correspondendo ao iodo radioativo livre.
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PICOS DE ATIVIOADES DO C R O M A T O G R A M A

OBTIDO NO CONTROLE DO HCH-1 2 5 I POR ELETRO-

FORESE EM PAPEL

HORMÔNIO
OE CRESCIMENTO-"!

I

I

%

V-

K-'
í-

V-
'fv •
• 4>
P
'}••

CPM I IOJ

SOOr

400

300

ZOO

HORMÔNIO- a

DANIFICADO

(DAMAGE)

TAMP&O VERONAL 0.05 M pH - 8.6

PAPEL TOYO 514

PLASMA NiO IMUNE. 5 Jt L

TEMPO DE CORRIDA: 2 HORAS

300 V. 2 m A /F ITA

PLASMA
"AZU-"

|2.5cm[2.5cm[

ORICEM

ANODO

I

725FIGURA 6 - HCH marcado com I, e logo após a iodação submetido
a cromatoeletroforese. Terminada a corrida, quantify
cou-se a distribuição do iodo entre o HCH marcado, HCH
marcado degradado e iodo livre, cortando-se a fita ço
mo mostra o esquema.
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TABELA VI

COMPARAÇÃO DA IMUNORREATIVIDADE DO HCH-125I PURIFICADO

EM COLUNA DE CELULOSE E GEL SEPHADEX G-75

PARTIDA DE

HCH-125I

12/70

12/70

2/71

2/71

1/72

1/72

PERlODO
DE

INCUBAÇAO

3

5

3

5

3

5

dias

dias

dias

dias

dias

dias

DILUIÇÃO
DO

ANTICORPO

1:2000000

1:4000000

1:2000000

1:4000000

1:2000000

1 .-4000000

HCH-125I
PURIFICADO
EM CELULOSE

B/F

0.35

0.53

0.46

0,68

0.81

0.80

HCH-125

PURIFICADO
GEL SEPHADEX

B/F

0.46

0.76

0,67

0,77

0,92

1*01

I
EM
G-75

125 —
^Partidas de HCH- I submetidas a técnicas diferentes de

purificação, acusaram valores de razão B/F ligeiramente mais aJL
tos, quando separados por croraatografia em gel Sephadex G-75. ~

!<
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VALORES DAS RAZOES B/F OBTIDOS COM O HCH-125I

PURIFICADO POR ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO

E POSTERIOR REPURIFICACÄO EM GEL SEPHADEX

PARTIDAS

1/71

2/71

3/71

2/72

3/72

HCH-125I PURIFICADO
EM GEL DE AMIDO

B/F

0,51

0,64

0>42

0*31

0,68

HCH-125I REPURIFICADO
EM GEL SEPHADEX

B/F

0,72

0,80

0>53

0»49

0,71

EsCa Tabela reúne as razoe? B/F obtidas apôs 1 dia de
incubaçao do^hormônio com o anticorpo diluído a 1:1x10". Verifica
moe a elevação dos valores com & repurificação do hormônio. ~"
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TABELA VIII

DETERMINAÇÃO DA DILUIÇÃO ADEQUADA DO ANTICORPO PARA

O INTERVALO DE INCUBAÇAO E CONTROLE DE DEGRADAÇÃO DO HCH-125I

PERTODO
DE

INCUBAÇAO
( dias)

1

2

3

4

5

6

DEGRADAÇÃO
PERCENTUAL

HCH?'2*!

7

9

9

10

11

11

TITULO DA DILUIÇÃO
DO ANTICORPO

1:1 x 10c
1:2 x 10°.
1:3 x 10°

1:1 x lof
1:2 x 10c
1:3 x 10°

1:1 x 10J?
1:2 x 10?
1:3 x 10°

1:1 x 10Ü
1:2 x 10°
1:3 x 1Ob

1:1 x 10*?
1:2 x 105
1:3 x 10°

1:1 x io|
1:2 x 10°.
1:3 x 10b

HCH-125I +
ANTICORPO

RAZAO
B/F

0,63
0,37
0,18

1,24
0*69
0,26

1,40
0,85
0,43

1,57
1,00
0*60

1,57
1,17
0,70

1,42
1,33*
0,78

Vemos relacionadas as razões B/F e a degradação porcentu
ai de HCH,^em cada um dos dias de incubaçao do hormônio com difere?
tea diluições do anticorpo. _ ~

O asteristico identifica a diluição ideal (no cato 1:2x1(6,
caracterizada pelo valor B/F e dentro de uma faixa de degradação
percentual aceitável.



TABELA IX

VALORES DE RAZOES B/F NAS DILUIÇÕES DO ANTICORPO

SELECIONADAS PARA DIFERENTES ENSAIOS

48

r.

fe-H

TITULO
DA DILUIÇÃO
DO ANTICORPO

1: 2.000.000

1: 2.000.000

1: 2.500.000

1: 2.000.000

1: 2.000.000

l: 2.500»000

1: 2.000.000

1: 2.000.000

1: 2.000.000

DEGRADAÇÃO DO

HCH-125I %

n*

11%

12*

10%

9%

}0%

IU

10%

9%

B/F

1,17

1,06

1,33

1.21

1,08

1,19

1,00

0,98

1,23

TEMPO
DE

INCUBAÇÃO

5

5

6

6

6

6

6

6

6

i

Nesta Tabela acham-se reunidos os níveis máximos de d*
gradação, bem como as razões B/F, nas diluições do anticorpo sele"
cionadas cara os ensaios. ~*
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TABELA X

ESTUDO DOS NlVEIS DE DEGRADAÇÃO DO HCH-125I E DA RAZÃO B/F DURANTE

5 DIAS DE INCUBAÇAO NA DOSAGEM DO HCH EM PLASMA HUMANO

PERÍODO DE INCUBAÇÃO

(dias)

1
2
3
4
5
6

1
2
3
4
5
6

1
2
3
4

en

6

1
2
3
4
5
6

PORCENTAGEM
nrUt

DEGRADAÇÃO

9
9
10
10
10
10

11
11
11
11
12
12

10
10
11
n11
12

8
8
9
9
10
10

HCH-125I + ANTICORPO

RAZÃO B/F

0,43
0,66
0,81
0,89
0,98
1,08

0,36
0,45
0,75
0,80
0,97
1,05

0,20
0,42
0,55
0,84
1,01
1,10

0,40
0,69
0,98
1,01
1,07
1,15

> : •

'«•>";

Â tabela registra^ em 4 dosagens do HCH plasmático, a de
gradação porcentual do hormônio e a relação B/F (traçador), em ca"
da um doe dias de íncubaçao. "~



50

ti-;

J-;
I.;

TABELA XI

CURVA PADRÃO PARA VALORES DE HCH COMPREENDIDOS

ENTRE 0,01 a 2,0 ng/ml ESTIMADOS COM HCH-125I 2/72

TUBOS

A
B
C
D

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14

E
F

CONCENTRAÇÃO
ng/ml

-
-
-

0,02
0,04
0,06
0,08
0,10
0,20
0,30
0,40
0,60
0,80
UOO
1,2
1.4
2,0

CONTROLE

l^ SÉRIE

1,05
1.08
1,13
1,12

1.06
1,02
0.98
0,91
0,88
0.72
0,60
0,52
0,37
0.33
0,26
0,24
0,23
0,17

RAZÃO B/F

2^ SÉRIE

1,04
1.08
1,07
1,10

1,00
0,96
0,92
0,89
0,84
0,70
0,56
0,48
0,35
0,31
0,26
0,22
0,15
0,13

MÉDIA

1,03
1,08
1,10
1,11

1,03
0,99
0,95
0,90
0,86
0,71
0,58
0,50
0,36
0,32
0,26
0,23
0,19
0,15

PORCENTUAL DA FRAÇÃO DEGRADADA

10
9

10
10

10
9,5

m

Os valores médios das razões B/F e as massas correspondei!
tee de HCH padrão, lançados no gráfico linear, determinaram oa pon-
tos para a construção de uma curva padrão. Os traçadores ( A» B,C,
D) estabelecem o ponto inicial da curva (massa * 0).
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TABELA XII

CONTROLE DA ESPECIFICIDADE DA TÉCNICA DOSANDO-SE MISTURA

PLASMÃTICA COM ALTO TEOR DE HCH A DIFERENTES DILUIÇÕES

FATOR

DE

DILUIÇÃO

1:250

1:83

1:50

1:35

1:27

1:25

CONCENTRAÇÃO
DE HCH NO

PLASMA DILUÍDO

ng / m l

0,20

0,63

1,04

1,40

1,90

1.98

r = 0.998

CONCENTRAÇÃO
DE HCH NO

PLASMA NÃO DILUÍDO

ng/ml

50,00

52,<L9

52,00

49,00

51,30

49,50

7 = 50,92

Â Tabela reúne as concentrações obtidas em 5 diferentes
diluições do plasma. Verificamos que a concentração medida do hor_
mónio, multiplicada pelo fator de diluição, permaneceu constante.O
coeficiente de correlação foi de 0,998.
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EFEITO DA DILUIÇÃO DO PLASMA SOBRE A

CONCENTRAÇÃO HORMONAL ENDÓGENA MEDIDA

HCH-

50 •

40

30

20

IO

"9/ml

l=250 l=83 I--50 l<35 l>27 l<25

diluição
do

plasmo

FIGURA 7 - Plasma contendo alto teor de HCH foi dosado a diferen^
tes diluições. As concentrações hormonais dos plas_
mas diluídos foram determinadas em relação a curva
padrão e verificou-se que correspondeu linearmente
com o fator de diluição. O coeficiente de correU
ção foi de 0.998.



EFEITO DA DILUIÇÃO DO PLASMA COMPARADO À CURVA- PADRÃO

Figura 8

Padrão de HCH

Plotma P.A. ( alto teor de HCH 1 comparado â curvo podrflo

o 70 ui de plasma. As relocões B/F d« outras diluicäts

corresponderam razoavelmente com a curva padrão.
6

Diluição 4o ontisoro i • Zx IO

SOng/ml plasma não

I0O11I «"O""
plasma P.A.

O l
CO
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TABELA XIII

ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE DE 20 DETERMINAÇÕES E 20 ENSAIOS

DE HCH, EFETUADAS EM PLASMA COM CONCENTRAÇÃO ELEVADA DE HCH

REPRODUTIBILIDADE
INTRA - ENSAIO
(20 amostras)

ng/ml

13,20
13,40
12,50
12,75
13,60
13,00
12,00
12,75
13,60
12,25
12.25
12,00
13*60
12,40
12,25
14,00
12.25
13.20
13,20
13*10

J = 12,85

S = 0,602

e.V.= 4,6%

I.C.» 12,85 - 1,25

REPRODUTIBILIDADE
INTER- ENSAIO
(20 ensaios)

ng/ml

13,40
13,20
11,00
13,00
12,50
12,75
11,75
13,75
12,25
12,50
13,60
13,40
13,00
14,00
12,00
13» 20
12.40
13,10
13.75
12,00

I = 12,82

S = 0,772

e.V.= 6%

I . C - 12,82 - 1,61

Resultados numéricos individuais de 40 amostras de um
mesmo plasma, ensaiados em condições habituais ( inter-ensaio) e
condições ideais de trabalho (inttt-ensaio). Calculou-se a média,
o desvio-padrão, o coeficiente de variação e o intervalo de confi^
anca desses resultados.
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TABELA XIV

PROVAS DE RECUPERAÇÃO ADICIONANDO QUANTIDADES CRESCENTES DE PLASMA

A UMA SOLUÇÃO COM CONCENTRAÇÃO DE HCH CONSTANTE E CONHECIDA

TUBOS

1

2

3

4

5

6

7

8

9

IO

CONCENTRAÇÃO
DE C

(50 ui)

ng/ml

6,25

6,25

6 „25

6,25

6,25

6 «25

6,25

6,25

6,25

6,25

RESULTADOS

VALOR
TEORICO

ng/ml

4,95

4,95

9,90

9.90

14,85

14,85

18,80

18,80

24,75

24,75

VALOR
OBTIDO

ng /ml

9,75

10,25

16,10

16,50

20.00

13.00

25,25

22,80

28.20

30,00

VALOR OBTIDO
CALCULADO

(Obt - C )
ng /ml

3.50

4.00

9,85

10.25

13,75

12,75

19,00

16.55

22,00

23.75

RECUPERAÇÃO
PORCENTUAL

70,70

80,80

99.50

103,53

92,60

85,85

95,95

83,60

88.90

95.95

Os resultados das provas de recuperação em diferentes -
quantidades de plasma dosado, mostraram valores percentuais que
variaram de 70,7 a 103.5%. O coeficiente de correlação (r) eii
tre os valores teóricos e obtidos foi de 0,989. (a »0,05).
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5. DISCUSSÃO

Passaremos a discutir os resultados obtidos nas diferen-
tes fases de nossa experiênciaa procurando justificar nosso proce_
dimento com relação a outras possibilidades disponíveis, ao mesmo
tempo que registramos as observações feitas durante as varias eta
pas.

*A radioiodação pelo método da cloramina T de Hunter e
Grenwood (1962) tem sido de emprego mais corrente para a substi_
tuição do iodo na molécula proteica. Uma característica do méto_
do I a reação realizada em um pequeno volume, com reagentes a uma
relativamente alta concentração. 0 procedimento, em nosso caso,
foi bastante simplificado pelo uso de micropipetas descartáveis que,
utilizadas para adicionar, misturar e transferir reagentes, permi.
tiu unia mais rápida e simples execução. Como decorrência, pudemos

obter valores de rendimento bastante altos, conforme foi demonstra
125 "~

do na Tabela indicativa das marcações do HCH com I.

*Para a purificação do hormônio, pri-condição de extre
ma importância para a obtenção do hormônio marcado íntegro, livre
de resíduos degradados e iodo não reagente, tínhamos três difereji
tes métodos ã disposição:

0 método da coluna de celulose ,utilizado por nõs a prin_
cípio,por sua rapidez e simplicidade,logo foi abandonado,ao obse_r
varmos que era obtida uma preparação de reduzida imunorreatividade frente
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ao hormônio purificado por outros métodos=

Passamos pois ã separação por eletroforese em gel de ami_
do que, embora mais trabalhosa que a anterior, permitia a elucida^
ção de certas características do hormônio marcado, impossíveis de
se obter com outras técnicas de purificação. Além disso, trazia

125como vantagem a possibilidade de seleção de H C H - I de acordo com
o seu conteúdo de iodo por molécula.

A substituição do iodo diminui o pK dos fenoxi grupos
dos resíduos tirosil, Em pH 8,6, as moléculas contendo resíduos dj_
iodotirosil adquirem uma carga negativa extra a molécula e assim
caminham mais rapidamente em direção ao anodo (YaIow e Berson,1965).
Nestas condições, uma intensa substituição de iodo aumenta a mobi^
lidade eletroforética do hormônio marcado e assim, nos permite se

1 pc —

lecionar moléculas de HCH- I que não tenham sido intensamente
marcadas, as quais são indesejáveis ao radioimunoensaio, visto que
apresentam uma imunorreatividade diminuída.(Berson e YaIow,1968).

Embora manchas individuais não sejam claramente separa_
das, na autorradiografia do hormônio marcado purificado por gel de
amido, presumivelmente aquela mais próxima ao cãtodo, ou seja da
fenda de aplicação do hormônio, contém resíduos predominantemente
monoiodotirosil; a mancha mais próxima do anodo, presumivelmente,
corresponde ao HCH iodado com resíduos diiodotirosil (Yalow e Be£
son, 1969a). De acordo ainda com Yalow e Berson (1966a), a níveis
muito baixos de iodação do HCH (por exemplo, 0,05 átomos de I/mol)
quase todo o iodo esta localizado na primeira mancha (mais próxima
ao catodo). Entretanto, para uma média de 1 átomo de I/mol, o id£
ai para o nosso caso, mais do que a metade do radioiodo está pre
sente nas outras manchas. Deste modo, quando se faz a seleção do
hormônio marcado a partir da eletroforese em gel de amido, e acoji
selhãvel não escolher as regiões muito próximas ao anodo e ao cato
do, pois as frações mais lentas incluirão moléculas de HCH não
marcadas, resultando num produto com a.e. menor que a desejada,
e as mais rápidas moléculas mais intensamente iodadas, ainda que
estas sejam de a.e. alta, porém de menor imunorreatividade, confor



58

me já mencionado. 0 ideal será, portanto, o segmento imediatanrem
te ã frente da mancha mais lenta (que chamamos de "b" na Tabela
III), onde presumivelmente teremos hormônio marcado com um átomo
de I/mol, condição requerida para uma boa sensibilidade do ensaio.

A terceira técnica de purificação - filtração em gel Se_
phadex G-75-permitiu a separação do hormônio Tntegro dos componen^
tes degradados e do I livre. 0 Sephadex G-75 é ideal quando se
considera sua eficiência na filtração de moléculas de proporções
semelhantes as do HCH e a boa resolução que dá na separação dos 3
elementos que se formam após a iodação (Figura 4). Seu ponto fra_
co, no entanto, e não permitir a seleção de moléculas de HCH mais
ou menos iodadas. Por esta razão foi por nos adotada a técnica aji
teriormente descrita, em fase anterior a filtração no Sephadex.

De qualquer modo, a utilização deste gel foi indispensa
vel para que obtivéssemos uma preparação livre de componentes de_
gradados que, na maioria das vezes, são formados no próprio momen

l ?*5 *"*

to da recuperação do H C H - I do gel de amido.

* Os testes de pureza são efetuados para a detecção de
eventuais componentes degradados junto com o HCH- I. A separação
desses componentes não termina com a purificação da preparação i£
dada, pois o hormônio marcado purificado pode vir a sofrer uma de_
gradação subsequente aos processos de purificação, durante a ina±
bação com o plasma a ser dosado. Parte da "degradação de incuba_
ção" é devido a ação de enzimas plasmáticos e outros fatores que
estão, de alguma maneira, sob o controle do experimentador. Entre
tanto, alguma degradação ainda pode ocorrer espontaneamente, como
conseqüência da irradiação, da iodação excessiva e da oxidação da
proteína (Yalow e Berson, 1969a).

Em nosso caso, o controle da presença desses produtos
de degradação foi possível através de três técnicas, que exploram

125todas a adsorção do H C H - I Tntegro (Palmieri e col., 1970): cair
vão, talco e cromatoeletroforese em papel. Assim, a partir das
atividades dos adsorventes, deduzimos a quantidade porcentual do
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hormônio puro existente na amestra. Com isto, asseguramos o uso de
125

H C H - I com pureza superior a 90%=

No procedimento eletroforêtico é mostrado que quando se

semeia a uma fita de papel uma alíquota do material marcado (ao
125

qual se juntou um pouco de plasma corado), o HCH- I permanece no

local da aplicação (origem) enquanto que a fração hormonal degrade

da e I livre migram com as proteínas sêricas (Figuras 5 e 6).

A Tabela V mostra os resultados obtidos pela aplicação

das três técnicas citadas numa mesma amostra obtida logo apôs a

iodação do hormônio. Por ela podemos observar resultados bastante

aproximados dos três processos, na indicação do teor de elementos

degradados. Os índices de I livre so puderam ser indicados

quando se tratou da técnica da cromatoeletroforese, a única das 3

apta a discrinrinã-lo.

*As várias frações hormonais resultantes do sistema de p»j

rificação foram ainda, para uma maior certeza dos resultados fi_

nais, submetidos a um teste prévio de incubação com o anticorpo,pa_

ra a verificação de sua i munorreati vi dade.

A Tabela VI retrata os índices de imunorreatividade [

ficados com diferentes frações, obtidos em diferentes prazos de i^

cubação. Comparativamente, as frações purificadas em Sephadex

G-75 mostraram uma reatividade um pouco mais elevada que as subme

teclas a purificação com a celulose, sendo, portanto, mais altos os

valores das razões B/F.

Comparações foram feitas entre a imunorreatividade do

hormônio purificado apenas em gel de amido e do mesmo hormônio re_

purificado em gel Sephadex= Na Tabela VII pode-se facilmente ver[

ficar que ocorreu um aumento da imunorreatividade do material,quaji

do foi submetido a uma repurificação em gel Sephadex. Por este

motivo, tomamos como pratica habitual, a purificação seguida do

HCH I por ambos os processos citados, antes de empregã-lo nos

ensaios o
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*Com vistas a seleção de condições ótimas para o ensaio,
antes de sua utilização em qualquer dosagem, o hormônio marcado
foi submetido a uma incubação preliminar com o anticorpo a di1ui_
ções diferentes, par > que se observasse qual o título que acusava
uma ligação mais adequada o Era escolhida a maior diluição do a£
ticorpo que apresentasse uma relação B/F em torno de 1 (0,8 a 1,2),
sem grande aumento da porcentagem de degradação do hormônio, duraii
te o período de incubação. Esta razão era geralmente conseguida
com o anticorpo diluído a 1:2 x 10 , depois de 4-6 dids de incubj*
ção. Os resultados obtidos nos diferentes passos dados em direção
ã seleção dessas condições ideais estão indicados na Tabela VIII .

*No que diz respeito ao ensaio propriamente dito,cumpre
destacar o que nos parece ser seu principal mérito, ou seja, que
a técnica do radioimunoensaio apresenta uma sensibilidade tal a
ponto de termos podido trabalhar com altos índices de diluição.Com
efeito, operamos com uma diluição de 1:25 e 1:2 x 10 , respectiva-
mente, do plasma dosado e do anticorpo específico, o que, jã por
si, demonstra o alto valor do método.

Cumpre ainda ressaltar os baixos níveis de degradação ob_
servados, surpreendentes sobretudo se levarmos em conta a longo pe_
ríodo de incubação, de até 144 horas. As Tabelas VIII e IX escla_
recém melhor nossas afirmações. Em todas as experiências, este
nível de degradação do hormônio marcado foi avaliado pelos tubos
de controle, para que uma correção conveniente pudesse ser feita
nos demais tubos em que a concentração do HCH era determinada.

•Através dos elementos que utilizamos para a analise çrí
tica da técnica u ,ilizada (Smsrt, 1969), foi verificado um compo£
tamento satisfatório para o requisito da especificidade: conforme
a Tabela XII, as concentrações do hormônio plasmãtico medido a di_
ferentes diluições, forneceram o mesmo valor do plasma não dilui
do.

Cuidados foram tomados para manter a mesma concentração
salina, pH e força iônica em todas as diluições, pois roi estudado
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por Yalow e Berson (1960) que, exceto para tampão e concentração
de sal, não se observou nenhum outro fator piasmático não especi-
fico, que influenciasse a reação.

Como mostram as Figuras 8 e 9, as concentrações de HCH
medidas cai ram progressivamente com o fator de diluição. Se tal
não acontecesse, o fator imunorreativo do plasma não estaria se
comportando identicamente ac hormônio padrão, frustando então um
dos pré-requisitos indispensáveis para o radioimunoensaio.

Resta ainda discutir os importantes aspectos da sensi_
bilidade, precisão e exatidão do método, aspectos esses qu«=- se
presentes definirão indiscutivelmente sua aplicabilidade.

A sensibilidade, assim como a precisão, ? maxima sempre
que a eficiência de contagem e a atividade específica do hormônio
marcado for também máxima, desde que a imunorreatividade do ho£
mõnio não esteja alterada por uma iodação excessiva.

0 fator mais importante para a obtenção de bons índices
de sensibilidade, de acordo com YaIow e Berson (1967), é a qua1i_
dade do antisoro e quanto mais elevado for o número de animais i_
munizados maior sera a probabilidade de obter-se um antisoro alta_
mente sensível. A diluição de 1:2 x 10 empregada na maioria das
dosagens efetuadas mostra a alta qualidade do antisoro utilizado.

Outro aspecto ligado a sensibilidade do método reflete-
se essencialmente na inclinação do trecho inicial da curva padrão
(Yalow e Berson, 1970). Podemos verificar que quanto maior esta
inclinação, maior será o incremento A B/F, e maior será a capa^
cidade de discriminar pequenos valores de massa de HCH, e assim,
mais sensível o ensaio o

Com o anticorpo suficientemente diluído para dar uma re_
lação B/F entre 0,8-1,2, na presença de uma pequena quantidade de
traçador (1000 cpm/ml), obtivemos curvas-padrão que mostraram uma
boa inclinação na região das menores massas de HCH (Figuras 2 e 9).
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A analise da reprodutibi1 idade de 40 determinações efe
tuadas em um plasma armazenado a -150C, propiciou a ponderação da
precisão da técnica estudada (Tabela XIII). De acordo com o crj_
tério proposto por Melo (1970), verificamos que os coeficientes
de variação permitiram classificar a precisão do método em dois
níveis:

a) Excelente - para a reprodutibilidade intra-ensaio ,
quando o coeficiente de variação é menor

que 5%, no nosso caso, obtivemos 4,6%;

b) Boa_ - para a reprodutibilidade inter-ensaio, quando
o coeficiente de variação está entre 5 a 10% ;

para tal situação nosso valor foi de 6%.

A oscilação crítica das dosagens na mistura utilizada
foi de 11,22 a 14,44 ng/ml.

De acordo ainda com Melo (1970), considerou-se três os
níveis de recuperação:

a) Excel ente , para r = 0,98 ou mais;

b) Boa_, para r = 0,941 - 0,98;

c) Adequada, para r = 0,871 - 0,94.

Assim, também para o parâmetro da recuperação obtivemos
resultados excelentes, pelo alto valor do coeficiente de correla_
ção (r = 0,989) entre os valores teóricos e obtidos, mostrados
na Tabela XIV.
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6, CONCLUSÕES

6.1. Foram padronizadas as diferentes fases para o imunoensaio do

HCH:
125

a) Marcação com I,

b) Purificação do hormônio marcado,

c) Teste da imunorreatividade,

d) Separação do hormônio livre e ligado ao anticorpo.

6.2. Demonstrou-se que o carvão ativado com cobertura plasmãtica

e um excelente e simples método para a separação do HCH Iî

vre e HCH unido ao anticorpo.

6.3. A analise estatística da metodologia demonstrou a sua especi^

ficidade, excelente recuperação e precisão, utilizando critê[

rios empregados usualmente em bioquímica.

6.4. A validade da técnica permitiu nítida discriminação das cojn

centrações de HCH no plasma de indivíduos com níveis baixo

e elevado do hormônio.

Considerando-se o acima exposto, podemos concluir que nossos

objetivos iniciais foram atingidos, ou seja, podemos afirmar que a

técnica do radioimunoensaio tem condições de ser empregada para a

dosagem do hormônio de crescimento plasmatico em nosso meio e que,

pela padronização demonstrada, I perfeitamente aplicável na roti_

na clínica.
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