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1. INTRODUCAO E PROPOSITO

0s metodos de microensaio, pelos altos padroes de sensi
bilidade e especificidade revelados assim como por sua aplicabili-
dade a um extenso niimero de compostos biologicos, tem sido prefe
rentemente empregados em pesquisas endocrinologicas.

Pode-se mesmo afirmar que, em certo sentido, esses méto
dos s3o os responsaveis pelo grande desenvolvimento desse campo da
ciéncia na ultima década, respondendo com eficiéncia as necessida
des mais urgentes dos pesquisadores.

Podemos dizer que os principais probiemas enfrentados pe :
lo experimentador dessa area da ciéncia enquadram-se em 2 itens ge -
rais, a saber: %i

- obtencdo de informagoes quantitativas, o mais exatas
possiveis, dos elementos bioquimicos (hormonio, enzi
mas, vitaminas, etc.) presentes em tecidos ou fluidos
biologicos;

- discernimento imediato dos stios e modos de agdo des
ses mesmos elementos.

TR A T LRI 10 S T S v fe

Com efeito, tem mostrado a experiéncia que as técnicas
de microensaio, que exploram exatamente a extrema delicadeza das
medidas radioativas e a especificidade que caracteriza as reacoes
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bioquimicas, ajusta-se perfeitamente a essa problematica, oferecen
do condigoes ao pesquisador para superar suas facilidades.

Esses metodos, denominados por Yalow e Berson (1960) co
mo RADIOIMUNOENSAIOS, baseiam-se essencialmente na reagao de um an
tigeno marcado com radioisotopo e de seu anticorpo especifico e
tem sido os preferidos, sempre que se trata de medir com precisac
e seguranca hormonios proteicos e polipeptidicos, comprovadamente
antigénicos em animais de laboratorio.

Atualmente o radioimunoensaio vem sendo aplicado tambem
visando-se medir substancias tais come octapéptidos e hormonios es
teroidicos, substancias ndo propriamente imunogénicas mas com as
quais se pode provocar a producdo de anticorpos apos lograrem-se
alteragoes estruturais adequadas (Ekins, 1970).

As primeiras tentativas nesse sentido foram feitas por
Ekins (1960) e por Rothenberg (1961), que trabalharam respectiva
mente com a tiroxina e a vitamina BIZ'

Nos experimentos com substancias nao-antigénicas, porem,
da-se preferéncia ao uso de proteinas conjugadoras naturais - "pro
tein binding" - com sTtios de ligacdo especificos, enquarito que,
com substancias antigénicas - objetos de nosso presente estudo - €
mais recomendavel a utilizagao de anticorpos induzidos imunologica
mente, devido precisamente a extrema especificidade apresentada pe
lo antisoros em geral.

0 presente trabalho focalizou exclusivamente um unico
hormonio proteico, comprovadamente capaz de comportar-se como ex
celente antigeno e com ¢ qual otimos antisoros podem ser obtidos
atraves de sua utilizagao na imunizagdo de cobaios: o HORMONIO DE
CRESCIMENTO HUMANO (HCH).

Esse hormonio vem sendo, durante as @ltimas 4 decadas,
objeto de exaustivos estudos, numa tentativa de busca do metodo
mais adequado para sua identificacao. Destacam-se em especial o




valor dos trabalhos de Yalow e Berson (1968) nesse campo. Dedica
ram-se ultimamente a revisdo desses estudos, Korner (1961), Lorai

ne (1966) e Bell (1967).

Um grande niimero dos métodos indicados revelou-se satis
fatorio para a estimativa em extratos de tecidog_gjﬁgjti[jg;. po
reém nenhum apresentou um nivel de sensibilidade suficiente a ponto
de ser capaz de detectar a presenga do hormonio de crescimento no
plasma humano, com a desejavel regularidade.

0 fato de serem as concentragoes de HCH muito baixas no
plasma (60 x IO'IZM), sua deteccdo exige a combinagao do método em
pregado com um processo de inibicio_qunolﬁgica. de tal modo que
permita ao experimentador, na avaliagioAde seu ensaio, distinguir
claramente os efeitos de responsabilidade estrita de HCH dos dele
independentes.

Com a aplicacdo desses métodos, ainda que se realizasse
corretamente a reagao, permanecia ainda uma grande dificuldade de
sua visualizagao por parte do experimentador, que era obrigado 2
valer-se da espectrofotometria ou de elementos corantes ou precipi
tantes, para facilitar essa importante fase da operagao.

A substituicao desses metodos pelo radioimunoensaio, em
pregando o HCH marcado com 125 ¢ seu anticorpo especifico,além de
dispensar esses cuidados complementares ainda revela-se, potencial
mente, como capaz de uma maior especificidade e mafor sensibilida-
de, adequando-se pois a medida de quantidades bastante pequenas .

A plena realizacao desse potencial, porem, requer  ums
apreciagao cinética da reacdo de HCH e anticorpo, assim como das
caracteristicas do hormonio marcado.

Para a ilustragao dessas afirmativas, a Figura 1 mostra
a série de reagdes de competicdo que se desenvolve no radioimuncen
sajo. Nela podemos observar que o hormonio marcado com 125; reage
com o anticorpo especifico, resultando na formagio do complexo hor




REAGOES DE COMPETIGAO QUE CONSTITUEM A BASE DO
RADIOIMUNOENSAIO

Hormonio Anticorpo complexo

Marccdo Especifico Hormonio Marcado-Anticorpo

Hor’ -+ Ac = Hor'— Ac

(F) + (8)

Hor Hormonio Nado-Marcado

em solucoes padrdo ou
,Il amostras desconhecidas

Hor— AcC

Complexo Hormonio N@o
' Marcado - Anticorpo
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monio marcado~-anticorpo. Se o hormonio n3o marcado @ adicionado
ao sistema, automaticamente competira com o hormonio marcado  na
unido com uma quantidade fixa do anticorpo, passando a formar 0
complexo hormonio ndo-marcado-anticorpo, reduzindo-se consequente
mente a quantidade de anticorpo que pode participar da formagao do
complexo marcado.

Em outras palavras, a razao entre o hormonio marcado 1i
gado ao anticorpo (B) e o hormdnio livre (F), ou seja, B/F cai pro
gressivamente na propor¢do do aumento da concentragdo do hormonio
nao-marcado no meio.

Na execugdo do ensaio B e F ser3o determinados e a razao
B/F sera transferida para um grafico, registrando nas abscissas as
quantidades conhecidas e crescente do padrdo do hormonio, com o
que € obtida uma curva padrao representada na Figura 2.

A concentragdo hormonal no plasma & assim determinada pe
la comparacao de B/F observado nas amostras com aquele produzido
pelas solugoes-padrao.

Resta ainda discutir os artificios técnicos mais adequa
dos para a determinagao correta dos componentes B e F.

Nos metodos do radioimunoensaio, o periodo de incubagao
com o anticorpo deve ser seguidc de uma técnica especial que permi
ta separar o anticorpo complexado do antigeno marcado livre, para
que um deles, ou ambos, torne-se passivel de quantificacao. As
tecnicas empregadas expioram ora as afinidades adsortivas dos hor
monios livres, ora as precipitacGes seletivas dos complexos antige
no-anticorpo por um sal, por um segundo anticorpo ou ainda por um
anticorpo unido a um polimero insolivel. Ha ainda a técnica de ex
clusao molecular, que permite separar os complexos formados das pe
quenas moléculas do antigeno livre. No presente trabalho adotamos
para essa fase, a primeira técnica citada, utilizando como  adsor
vente especifico do hormonio livre o carvao ativo recoberto com
plasma, em virtude de sua facil obtencao, praticidade de uso e ain
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CURVA PADRAO PARA O ENSAIO RADIOIMUNOLOGICO DO !
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da por simplificar sobremaneira as operagoes necessarias.

A adogao da técnica do carvdo 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), gfande perso-
nalidade no campo do radioimunoensaio, muitas vezes citada no pre

sente trabalho.

Dentro dessas condigOes, propomo-nos demonstrar a exequi
bilidade da técnica do radioimunoensaio em nosso meio, na dosagem
do hormonio de crescimento plasmatico.

Objetivamos, paralelamente, a padronizacdo do método, de
modo a torna-lo aplicavel nas medigoes desse hormonio na  rotina
clinica.
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2. PROCERIMENTO EXPERIMENTAL

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

um hormonio marcado com radioisotopo (Hor*) a que tam
bém chamamos no decorrer da exposicao de hormonio tra
cador;

um anticorpo especifico (Ac);

uma técnica adequada que permitisse separar Hor*-Ac
de Hor*, ou seja, que, com um Indice maximo de sequ
ranca, possibilitasse o isolamento do complexo hormo
nio marcado-anticorpo do hormonio que n3o se ligou ao
anticorpo pela saturacdo dos sitios de unido;

tratamento estatistico para a verificacdo das condi
coes e graus de especificidade, sensibilidade, preci
sao e exatidio do metodo empregado.

Conhecendo a importancia de uma escolha criteriosa e de
um tratamento acertado desses instrumentos de trabalho para o bom
éxito de nossa tarefa, cada um desses elementos mereceu, de nossa
parte, cuidados e atencoes especiais nas fases iniciais de selec¢do

e preparo.

Passamos a detalhar nosso procedimento durante essa im

portante fase, visando principalmente a definigao clara da nature




za dos elementos utilizados assim como a justificagdo fundamental
desse mesmo procedimento.

2.1. Hormonio marcado {Hort*)

Dentre os varios agentes marcadores disponiveis, nossa esco
1ha recaiu sobre o ]251 para a marcacao do HCH de nosso experimen
to. Nossa decisao por esse agente obedeceu as seguintes razoes :

- facil obtencdo desse material, com otimas caracteristicas
para a técnica de radioimu

noensaio (isotopo livre de carreador);

- bom Tndice de sensibilidade na detecgdo desse radioisdto
po, no contador de poco liga
do a espectrometro para raios gama.

Papel importante desempenhou ainda em nossa tomada de deci
sao o decaimento lento de 1251 (T 1/2 = 60 dias) que, permitindo
contagens de amostras por tempo mais prolongado, pareceu-nos 0
agente mais apropriado para as nossas contigéncias experimentais ,
visto que a preparagao do hormonio marcado, a montagem do ensaio,
o indispensavel periodo de incubagdo e a conclusdao de contagem das
amostras, geralmente em grande nimero, sao operacoes que se esten
dem por um espago de tempo razoavelmente prolongado e que sO podem
ser realizados logicamente apds a obtengao do isotopo.

Para a marcacao do hormonio propriamente dito, Tevamos em
consideracao que o HCH contém 8 resTduos tirosil por PM 21.000 e
que cada um desses residuos pode aceitar 2 atomos substituidos de
iodo. Como o hormonio excessivamente iodado n3o pode reter toda a
reatividade imunoquimica, foi calculada uma atividade especifica
(a.e.) para uma média de um atomo de I/molecula de HCH, o que @&
obtido quando a a.e, & de aproximadamente 115 mCi/mg (Berson e Ya

T




Y s s b C o @ acnt s 4 e b

10 X

Tow, 1968).
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Assim, empregamos para as maicagoes do HCH com ]251 o métg

do da oxidacao pela cloramina T, de Hunter e Greenwood (1962), com
as modificacoes introduzidas por Berson e Yalow (1968), e utiliza
mos uma a.e. entre 50 - 100 mCi/mg. O metabissulfito de sodio €
utilizado nesse processo para a redugdo do iodo oxidado que ndo te

nha sido substituido no hormonio.

Terminada a adigdo dos reagentes, o hormonio assim diferen
ciado foi acrescido de plasma humano para que, pelo seu conteiido
proteico, fosse prevenida sua adsorcao ao tubo de iodagao.

0 curto periodo de contacto do hormonio com o vidro, nos mo
mentos que precedem sua introdugdo no sistema de purificagdo, tive
ram também um papel auxiliar na limitagao dessa adsorgao.

A purificacio do hormonio marcado foi ainda um procedimento
indispensavel, realizado com a finalidade primeira de 1livra-lo do
iodo radioativo nao reagente e dos fragmentos hormonais degradados.

0 hormonio degradado geralmente liga-se ou € carreado junta
mente com as proteTnas 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

¢do.
Em face da importancia que teve para nds a obtencdo de um

hormonio perfeitamente estavel e puro, servimo-nos de 3 consagra-
dos metodos para a purificagdo de nosso material experimental:

- Adsorgao e eluicao em coluna de celulose (Yalow e Berson
1960) ;

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

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




1n

0 método da coluna em celulose, originalmente empregado pa
ra a purificagao da insulina ]251, tem sido tambem usado para ou
tros hormonios peptidicos, como o HCH (Yalow e Berson, 1966 b). Ra
pido e simples, este método baseia-se na propriedade da celulose
em adsorver o HCH nao-degradado, enquanto que os fragmentos degra
dados saem unidos as proteinas sericas.

A eletroforese em gel de amido, de comprovada eficiéncia,
quer como método analitico, quer como técnica preparativa, foi por
nos empregada por permitir a elucidacdo de certas caracteristicas
do hormonio marcado que outros métcdos de purificagdo nao  podem
efetuar, pois possibilita a selegao dos componentes hormonais mar-
cados com diferentes numeros de atomos de iodo. Pela eluigao do
hormonio marcado das diferentes secgoes do gel, pudemos discernir
as fracdes mais lentas das mais rapidas. Como se sabe, os compo
nentes mais iodados caminham mais rapidamente para o anodo podendo
ser facilmente excluidos, pois exibem uma imunorreatividade reduzi
da e apresentam-se menos estaveis durante o desenvolvimento do en
saio.

Na filtracdo em gel Sephadex as fragOes degradadas sdao elui
das no inicio e o hormonio Tntegro, logo a seguir, sendo 0  iodo
nao reagente retido por mais tempo em consequéncia de suas propor
coes diminutas.

Submetemos nosso preparado iodado a esses 3 processos de pu
rificacao, realizando constantes analises comparativas a fim de
chegarmos ao conhecimento do método mais adequado. Decidimo - nos
pela utilizacao do seguinte processo: eletroforese em gel de ami
do e posterior cromatografia em coluina de exclusao molecular (Se-
phadex) .

Em nossa experiéncia todas as fragoes hormonais resultantes
dos diferentes métodos de purificacdo, foram ainda testadas quanto
ao Tndice de pureza do hormonio marcado, ou através da cromatoele
troforese em papel ou pela adsorgdo em talco ou carvao.
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Para chegarmos ao conhecimento do rendimento de sua marca
cdo, esses mesmos testes foram realizados com o hormonio logo apos
a iodagao.

Baseando-nos no procedimento acima exposto, acreditamos ter
utilizado em nosso experimento, um hormonio de tal forma tratado
que nos permitira conclusdes devidamente escoradas em um alto indi
ce de confianga.

2.2. Anticorpo especifico (Ac)

0 hormonio de crescimento humano tem mostrado ser potencial
mente antigénico nos animais de laboratdorios, sendo suficiente a
imunizacao repetida com o Adjuvante de Freund (Berson e Yalow, 1967)

Dado o tempo prolongado que exige um programa de imunizagao
de cobaios para a obtencao 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 veio diluido em soro fisiologico com
1% de soro normal de cobaio. As gamas globulinas deste soro adi
cionado servem para prevenir a perda do anticorpo por adsorgdo ao
vidro.

Devido a sua alta pontencialidade e as pequenas concentra-
coes medidas do HCH, o anticorpo foi usado em nossos ensaios nas
diluigdes de 1:1 x 10° a 1:3 x 10,

Tecnica de separacdo do hormonio Vivre (F) do complexo for

mado (B)

Os critérios para a escolha de uma técnica conveniente de
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separagdo devem necessariamente ser relacionados com a perfeicao da
separacido, com a reprodutibilidade, a flexibilidade de condigoes,
o volume de incubagao e a aplicabilidade, principalmente com rela
cao a tempo e trabalho dispendido.

A b0 20 B b s s s A ampe it S 3 b e

Em nosso caso, partamos de que, embora alguns sistemas hor
; monais antigeno-anticorpo deem precipitagao a altas concentragoes
de reagentes, sob as condigoes do radioimunoensaio as concentra
cOes geralmente sao tao baixas que os complexos formados permane

cem em solugao.

Além disso, dentro do que determina a validade estatistica
da radiocatividade medida, € imprescindivel baixa concentragdo do
hormonio tragador, para que se obtenha sensibilidade a pequenas
concentragdes do hormonio, no padrao ou em amostras. Obviamente ob
f servamos que volumes maiores de incubagao permitem uma concentra

¢ao menor do tragador.

SR R g X S e T
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b Para contornar essa problematica, tinhamos a nosso dispor to
: da a série de tecnicas de separagdo, idealizados e ja aplicados pe
Tos experimentadores nesses casos, a saber:

A. Técnicas baseadas na migracao diferente do complexo for
mado e do tracador livre:

! A.1. Cromatografia. Foi a primeira técnica usada por
Yalow e Berson (1956) no imunoensaio e explora a
adsorcao da insulina livre a celulose do papel.

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

1. A.3. Eletroforese. Como no processo anterior, o hormo
iﬁ nio marcado fica adsorvido na origem enquanto o
& hormonio complexado migra com as proteTnas séricas. Foi usado por

. o . . SN
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Yalow e Berson (1960), Roth e col. (1963) e Giick e col.(1963).

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

B. Tecnicas baseadas na separacao do complexo formado:

B.1. Precipitagdo salina. E aplicavel quando a solubi
lidade caracteristica do hormonio e do anticorpo
sao suficientemente diferentes, de acordo com Grodsky e Forsham
(1960).
B.2. Duplo anticorpo. Morgan e Lazarow (1963) desen
volveram este sistema de precipitagao do complexo
soluvel por um segundo anticorpo.

B.3. Fase solida. Atraves da ligagdo covalente, o an

ticorpo fica unido a polimero insoluveis, metodo
aste aplicado por Catt e col. (1966) e Catt e Treager (1967).

C. Tecnicas baseadas na adsorcao do tracador livre:

C.1. Resina de troca ionica. Sistema usado por Meade e
Klitgaard(1962) e Lazarus e Yuong (1966).

€.2. Silica e talco. Desenvolveram esta teoria, Rosse
1in e col. (1966).

C.3. Carvao. Herbert (1965) (1968) estudou a separa
¢do do hormonio livre por fixagcdo a este adsorven

te.

Dentre todas essas tecnicas, decidimo-nos pela aplicada por
Herbert, ou seja, na técnica que explora a adsorgdo do tragador 1i
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vre, sendo que o produto utilizado foi o carvas recoberto com plas
ma.

Ponderamos para nossa escolha algumas razoes, tais como a
possibilidade de trabalhar-se com grandes volumes de incubacdo, a
facilidade para a obtengdo do produto, assim como a rapida adsor
¢ao do hormonio Tivre a esse produto.

As propriedades adsortivas do carvao sao bem conhecidas e
tem sido largamente exploradas (Hassler, 1963). Porém, sua nao-se
letividade na adsorgdao de diferentes substancias impediu sua utili
zagao na separagao de elementos que se encontrassem numa mesma sO
lugdo. Recentemente, no entanto, foi descoberto que o carvao, ou
outros adsorventes, quando recoberto com plasma animal, - o humano
inclusive - passa a adsorver apenas moléculas de configuragdo e ta
manho molecular menores do que aqueles do material de cobertura
(Gottlieb e col., 1965). Por extensdao, supos-se que o carvao as
sim preparado poderia ser usado também para a separacdo de dois
agentes que diferissem significativamente um do outro, em configy
racao e peso molecular. Tais diferengas parecem ocorrer entre o
PM de hormonios livres e PM dos mesmos, quando complexados com um
anticorpo.

Apos estudos em que o carvdo era utilizado como agente sepa
rador, verificou-se que uma de suas vantagens era a separagio qua
se instantanea que sua presenca determinava (Herbert, 1968). Em
apenas alguns segundos o hormonio livre era adsorvido pelo carvao
e rejeitado o hormonio 1igado. Bastava, pois, em seguida remnove-
o da solugao (por centrifugacao) para obter-se a separagao do hor
monio livre.

Em nosso experimento, em que utilizamos o carvao recoberto
com plasma como adsorvente, empregamos volumes de incubagao prepa
rados em uma diluicdo de 1:25 do plasma, para um volume total de
2,5 ml, o que permitiu uma baixa concentragdo do tracador e uma
sensibilidade satisfatoria a baixas concentragbes do HCH, que & o
caso do plasma humano.
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Alem disso, o volume total de 2,5 ml foi determinado para
que se prevenisse a perda de uma porcentagem significativa do so
brenadante no sedimento do carvao. O tracador livre, uma vez ad
sorvido ao carvao, torna-se de dificil eluigdo, permanecendo no so
brenadante apenas o hormonio 1ligado.

2.4. Tratamento estatistico

Em fungdo da padronizagao da técnica no presente trabalho,
nosso principal objetivo, esta mesma técnica sofreu uma série de
avaliagbes criticas durante o seu desenvolvimento, orientadas prin
cipalmente no sentido da verificacao dos seguintes parametros fun
damentais:

A) Especificidade
B) Sensibilidade
C) Precisao

D) Exatidao

A} Especificidade

E absolutamente imprescindivel no ensaio radioimunologi
co que o hormonio plasmatico endogeno e o hormonio padrao reajam
de forma identica com os antisoros, devendo outras substancias pre
sentes no plasma permanecerem inativas ou terem sua agao controla
da (Yalow e Berson, 1969b). Para testar esta reatividade semelhan
te, recorremos a dosagem de uma amostra plasmatica com elevado te
or de HCH, em diferentes diluicoes, sendo que cada uma destas foi
comparada a curva padrdao. Observamos uma perfeita correspondéncia
a curva, pois ao ajustar-se um ponto do plasma diluido, os pontos
restantes situaram-se ao longo da mesma.

A concentragao do HCH correspondeu linearmente com o fa
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tor de diluigdo, o que vale dizer que houve constancia na  concen
tracao medida do hormonio multiplicada pelo fator de dilui¢do, ou
ainda, que a concentragdo calculada para o plasma nao diluido mos
trou-se independente da diluicao empregada para o ensaio.

B) Sensibilidade

A condigoes primeira para que se tenha um radioimunoen
saio sensivel € a presenca de um antisoro que reaja com o hormonio
a energia clevada. Esta energia de interagao reflete-se essencial
mente no declive da curva padrao (Berson e Yalow, 1967).

Em nosso trabalho os antisoros diluidos na forma conve
niente foram testados contra algumas concentragdes criticas do hor
monio e o anticorpo que mostrou o declive mais acentuado foi o pre
ferido para nosso ensaio. Trabalhamos na temperatura ligeiramente
superior a 0°C e justifica-se o nosso procedimento, se levarmos em
conta que a energia livre da reagdo antigeno-anticorpo aumenta a
medida que a temperatura @ abaixada.

C) Precisao

No que diz respeito a precisdo do metodo, ponto  impor
tante € que a quantidade de hormonio marcado seja pequena quando
comparada a quantidade de hormonio nao marcado a ser medido.

Em nosso experimento levamos em consideragao esse ponto
e aplicamos para a avaliacao do fator precisao, o metodo de uso
corrente em ensaios bioldgicos, ou seja, a verificagdo da reprodu
tibilidade de um mesmo resultado em diversas amostras de um mesmo
material.

A precisao do método foi assim avaliada pelo coeficien
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tes de variac3o em dosagens intra-ensaio (condigdes de rotina) e
inter-ensaio (determinagdes em diferentes dias) (Melo, 1970). Valo
res muito proximos uns dos outros foram obtidos, o que nos levou a
concluir da precisao do metodc em funcao de sua reprodutibilidade.

D) Exatidao

Este parametro foi estudado pelo acréscimo de quantida
des definidas e progressivamente crescentes de plasma a uma solu
¢ao-padrdo de HCH previamente quantificada.

Obtivemos um bom Tndice porcentual de recuperagdo, o
que constitui um ndice seguro da exatiddo do método (Melo, 1970).

dededodedododededededede
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Reagentes e solucoes reagentes

Utilizamos em nosso experimento:
- ]251 na forma de Nalzsl em NaOH 0,1 N, livre de carreador
e redutor, de concentragao nao inferior a 300 mCi/ml (Union

Carbide Corporation). A meia vida (T 1/2) deste isotopo do
iodo & de 60 dias.

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

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

- Tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4.

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

- Kcido cloridrico 0,005 M, pH 2-3.

- Gel Sephadex G-75 (Pharmacia Upsalla). O gel foi entumesci

do em tampao veronal 0,025 M com agitagao constante a tempe

ratura ambiente (1 g em 15 mi).
- Carvdo - Norit Grade A (Amend Drug and Chemical Co). Suspen
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sao de 100 mg por ml de tampao veronal 0,025 M (suspensao
obtida por agitacao continua).

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

- Gel de amido hidrolisado (Connaught Medical Research Labo
ratories).

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

- Cloramina T (Merck). Solucao de 2,65 mg por ml de tampao
fosfato 0,2 M, pH 7,4.

- Metabissulfito de sodio {Carlo Erba). Solucao de 4,8mg por
ml de tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4.

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

- Veronal-albumina. Solucao contendo 2,5 mg de albumina huma
na por ml de tampao veronal 0,025 M.

- Acetona-veronal-albumina. Solugao de 20% de acetona em ve
ronal-albumina.

- Diluente padrdo. Solucao de veronal albumina com 1% de so
ro de cobaio.

3.2. Material biologico

3.2.1. Plasma humano

0Os plasmas enviados pela 12 C1¥nica Médica do Hospi
tal das Ciinicas foram obtidos de individuos normais e pacientescom
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doengas hipofisarias, em particular, aqueles com nivel elevado de
hormon*o de crescimento {acromegalia).

Para a avaliagcdo do métedo laboratorial preparamos
misturas com plasmas de individuos normais e plasmas de pacientes
acromegalicos, na proporcao de 4:1 (mistura P.A.) e na proporgao
de 8:1 (mstura P B.).

3.2.2. Soro de cobaio anti hormonio de crescimento humano

0 antisoro de cobaio anti HCH doado pela National Pi
tuitary Agency {Baltimore, Maryland), correspondente a partida 2-
5-19, foi preparado nos laboratorios da Veterans Administration
Hospital, New York. Veio diluido a 1:2.000 em soro fisiologico
com 1:100 de soro normal de cobaio e 1:500 de mertiolato. As gama
globulinas do soro de cobaio tem como finalidade prevenir a perda
do anticorpo por adsorgao ao vidro. A solugao estoque foi mantida
a -15%C em aliquotas que uma vez descongeladas foram conservadas
em geladeira.

3.2.3. Hormonio de crescimento humano (HCH)

0 hormonio fo1 doado pela National Pituitary Agency
na forma cristatina (NIH-GH-HS-1394) com atividade hormonal de
2,0 Ul/mg e ativrdade prolactinica de 6,0 UI/mg. Foi preparado pe
To Prof. A.E.Withelmi da Emory University (Atlanta, Georgia).

A solugao para a iodacao foi preparada dissolvendo -
se o HCH em HC] 0.005 M, pH 2-3, a uma concentragao de 1 mg/ml. Pa
ra utilizacao como so'ugao padrdo, este hormonio foi diluido a
1 ug/mi.

Todas as sotucoes foram conservadas no maximo por 3
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meses, tendo sido divididas em pequenas aliquotas e mantidas a i
-15°.

3.3. Marcacdo do HCH com 121

3.3.1. Tecnica de iodacao

Com as precaugdes usuais na manipulagao de material
radioativo, a iodagao foi efetuada em tubo de ensaio de 75 mm por
: 10 mm, empregando-se ¢ metodo de Hunter e Greenwood, com modifica
coes de Yalow e Berson (1968).

S Sy hm s mgr <+ om

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

Usando micropipetas descartaveis (Clay Adams), 0s
reagentes foram adicionados na seguinte ordem e quantidades:

ey M s Srny o e et TR

i Tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4 ........... 20 ul :
| Na'®1 ..., reeeeteeeieereeeeees 1210 4l |
; Solugao do HCH ..... T T T} | :
% Solugao de cloramina T ........... ceees 20 ul
% Solugdo de metabissulfite de sodio ..... 20 n

"PTasmd AZUB”  ..eeieierecresnaconeseose 5=200 yl

0 intervalo entre as adicoes foi de apenas segundos
e a mistura entre os reagentes foi efetuada através de um leve so
: pro na micropipeta, apos cada adigdo. A quantidade de “plasma azul®
zr variou de acordo com o sistema de purificagdo. !

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
purificagdo.

3.3.2. Purificacdo do hormonio marcado

0 preparado iodado foi submetido aos seguintes pro
cessos de purificagao:

A) Coluna de celulose

Uma pequena coluna cromatografica foi preparada
a partir de uma pipeta graduada de 5 ml, cortando-se a pipeta 12cm
acima da extremidade inferior. Preenchemos a coluna com pd de celu
lose Whatman até uma altura de 4 cm, e para favorecer sua retengao,
introduzimos na extremidade inferior uma pequena quantidade de al
godao de vidro.

Acrescentamos 5 ul de "plasma azul" ao preparado
iodado e o aplicamos sobre a celulose seca. A coluna contendo o
hormonio marcado foi lavada com 10 ml de tampao veronal 0,02 M, pH
8,6, com uso de pressao para acelerar a passagem das solugoes atra
vés da coluna, recolhendo-se 3 fracoes de 3 ml aproximadamente.Nes
ta fase, eliminamos da coluna o l251 livre, e compostos degradados
ligados as proteTnas do plasma adicionado.

0 HCH-12%1 adsorvido 3 celulose foi entio eluido
sob pressao, com 5 porgoes de 0,2 - 0,3 m1 de acetona veronal al
bumina.

B) Eletroforese em gel de amido

0 gel de amido preparado de acordo com o metodo
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de Smithies (1959), foi colocado no molde apropriado (Buchler Ins
truments) e mantido a baixa temperatura (5-10°C) por aproximadamen
te 12 horas, para uma boa solidificacao.

Adicionamos 40 u) de "plasma azul" ao tubo de io
dacdo, imediatamente apos a adicao 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 4% por 12 ho
ras, em tampao borato 0,3 M, pH 8,6.

Quando a coloragao azul das albuminas séricas se
situava na metade da extensao da placa (aproximadamente apds 12 ho
ras acima indicados), o processo era interrompido. Ambas as super
ficies do gel eram entdo colocadas em contacto com filmes raio-X,
sendo interposta uma camada de "parafilm". 0 tempo de exposicao
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 hormonio radioativo,
em 3 segmentos. Cada segmento foi colocado em tubos 16 x 100 mm e
congelados no minimo por 3-4 horas.

Depois do congelamento, o HCH-]ZSI foi eluido pe

la adigao 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 eluatc em outro tubo. Estes foram centrifugados e decan
tados para remover qualquer particula de gel.

Para o calculo da recuperacdo do hormonio, medi
mos a atividade dos segmentos de gel, antes e depois da eluicac.De
pois dos testes de pureza do hormonio marcado em cada uma das trés
fragoes, guardavamos em congelador ou repurificavamos em gel Sepha
dex G-75.
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C) Filtracao em coluna de exclusao molecular (Sepha j

dex) |

0 gel Sephadex G-75 foi previamente entumescido
por agitagdo magnética com tampao veronal 0,025 M, pH 8,6, durante
aproximadamente 10 horas. O gel foi empacotado com coluna de vi
dro de 35 x 1 cm, tendo-se vedado sua extremidade com pequena quan
tidade de 13 de vidro.

0 hormonio marcado contendo 0,2 ml de "plasma a
zu1" foi aplicado a coluna. A eluicao foi feita com veronal albu-
mina, coletando-se fragoes de 1 ml através do coletor automatico
(G.M. Instrumental Company). Controlou-se os diversos eluatos atra :
vés do contador de radiagao gama-Tobor (Nuclear Chicago Corpora-
tion), a fim de localizar os picos de atividade com as respectivas
fragoes. 0 HCH-‘ZSI integro, localizado no 2° pico, era congelado
apds os testes de pureza. ¢
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3.3.3. Testes de pureza do HCH-"""1

A pureza do hormonio marcado foi avaliada atraves de
3 tecnicas:

FATY e ine e e AT VLD s L M4 S (A b e B ks a

A) Adsorcao em carvao

Uma amostra do hormonio marcado (=1 ul) foi colo
cada em tubo de ensaio contendo 2,4 m1 de tampao veronal 0,025 M e
0,1 ml de plasma de banco de sangue. 0 tubo foi agitado rapidamen
te em "Vortex" e 1 ml da suspensao de carvao (1 mg/ml) foi adicio
nado. Apds agitacdo, centrifugou-se a 2.000 rpm, por 2 minutos, a
4% (Mod.PR-2, International Equipment Company). O sobrenadante f
decantado e o sedimento foram contados no detetor de cintilagao de
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poco, para radragac gama (Nuciear Chicago Corporation), e a partir
da atividade total, obtivemos a porcentagem do hermonic marcado
que fica adsorvido ao carvao.

B) Adsorgdo em talco

Em um tubo de ensaio contendo 2,4 ml de tampao
veronal 0,025 M e 0,1 ml de plasma, colocamos uma alTquota(= 1 ul)
do hormonio marcado. Apdos leve agitagado, adicionamos 2 comprimi_
dos (200 mg) de talco, agitando-se em "Vortex" até a completa dis
solucao dos mesmos.

Depois da centrifugacao (2.000 rpm por 20 minu
tos a 4°C). 0 sobrenadante e o precipitado foram contados para a
determinacdo porcentual co HCH-‘ZSI na amostra. 0 hormonio marca-
do, sem componentes degradados e iodo radioativo livre, fica adsor
vido ao talco.

C) Cromatoeletroforese

Para a analise eletroforetica aplicou-se a uma
fita de papel "Toyo 514", aproximadamente 10 u) de uma preparacao
iodada, contendo 2 ul de "plasma azul". A eletroforese foi desen
volvida em tampao veronal 0,05M, pH 8,6, empregando-se 2 mA por fi
ta, a 300 V. 0 final da corrida foi determinada quando as protel
nas séricas (cor azul) se localizavam a yma distancia aproximada
de 5 cm da origem, 0 que correspondeu a um tempo meédio de 60 minu
tos.

Terminada a corrida, secou-se a fita a 37°C ou a
temperatura ambiente. A distribuicao do iodo entre o HCH marcado,
HCH marcado degradado e iodo ivre, fo1 quantificado determinando-
se as atividades dos seguintes segmentos da fita:
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C.1. da origem até 2,5 cm desta, que correspon
dia ao HCH-IZSI puro;

C.2. da origem até 5 cm desta, correspondendo
a faixa de migracao das proteinas sericas
coradas incluinde o HCH-1251 degradado;

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

3.3.4. Teste de imunorreatividade do HCH-1251 e selecao de
condicoes otimas para o ensaio

Incubamos o HCH-1251 em duas condigoes:

125

~ HCH-"""I sem o anticorpo (solucao controle);

HCH-]ZSI com diluicoes adequadas de anticorpo (so

lugoes de tracadores), diluicoes essas planejadas
com o fim de obter uma razdo (B/F) do hormonio marcade unido (B)
sobre o hormonio marcado livre (F); no intervalo de 0,8 a 1,2.

A partir do anticorpo diluide a 1:2.000 ( solugdo es
toque) foram preparadas diluicoes de 1:1x106, 1:2x106 e 1:3x10°,
com o diluente padrao. A quantidade de HCH-1251 adicionada foi a
suficiente para dar 1000 cpm por ml da solugdo final.

A série de solugdes foi incubada a 4°C por 4-6 dias,
fazendo-se testes didarios com zmustras de 2,4 ml da solugdo contro
le e 2,4 ml de cada tragador. A cada amostra foi adicionada 0,1
ml de plasma e apos leve agitagcao, 1 ml da suspensao de carvido.

Os tubos foram centrifugades a 2.000 rpm por 20 miny
tos a 4°C. Determinaram-se as atividades de cada sobrenadante (8)
e sedimento (F). A eventual degradagao do hormonio € acusada no
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sobrenadante da smostra da solucao controle, o seu valor porcentu
al foi determinado a partir da soma das atividades ( sobrenadante
e sedimento)

0 grau de Tigagdo do hormdnio marcado ao  anticorpo
foi avaliado através da razao B/F apresentado pelas solugdes de tra
cadores. A menor diluigao do anticorpo que apresentasse uma razao
B/F em torno de 1, sem grande aumento da degradacao do hormonio
marcado, era a escolhida para ser usada no ensaio.

3.4, Tecnica do radioimunoensaio

3.4.1. Preparo das amostras de plasmas

0s plasmas guardados a -15%C foram descongelados e a
seguir centrifugados (4°C) para a retirada da fibrina.

0 ensaio foi desenvolvido com o plasma diluido a
1:25, pipetando-se 100 ul de cada amostra, com a pipeta "Biopet” e
ponteiras descartaveis "Biotip" (Schwarz/Mann). Para o controle da
degradacao do hormonio, de cada série de plasmas, separava-se uma
alTquota (100 ul).

3.4.2. Curva padrao

Uma quantidade extamente pesada de HCH padrdo foi dis
solvida em HC1 0,005 M, pH 2,3, a uma concentragao de lug/ml(solu
¢30 estoque). Desta solucao 50 ul foram levados a 1 ml com diluen
te padrdo (50 ug/ml). A partir desta nova solugdo foram feitas pi
petagens dos padroes, em duplicata, conforme mostra o protocolo
indicado na Tabela A. Levou-se o volume dos padroes pipetados a
100 ul, com diluente padrao.
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TABELA A 1
i PROTOCOLO DO ENSAIO DO HCH PLASMATICO
3 CURVA PADRAO OILUENTE | DILUENTE |
+ H
i pADRAO| PADRRO | DILUENTE fpypqua | 750" " | 125 |
] TUBOS | wycy | wew | PAPRAD HCH-1251 +ANTICORPO !
f ul [ng/m| ul ul ml ml ,
Tracador A - - 100 - - 2,4
Tragador B - - 100 - - 2,4
Tragador C - - 100 - - 2,4
Tragador D - - 100 - - 2,4
Controle
do Padrao - - 100 - 2,4 -
Padrao n?1 1 0,02 99 - - 2,4
Padrdo n02 2 | 0,04 98 - - 2,4
; Padrao n93 3 0,06 97 - - 2,4
é Padrdo n94 4 | 0,08 96 - - 2,4
] Padrio ne5 | 5 | 0,10 95 - - 2,4
] Padrdo no6 | 10 | 0,20 90 - - 2,4 :
Padrao n97 | 15 | 0,30 85 - - 2,4 ;
4 Padrao n98 20 0,40 80 - - 2,4
: Padrao n99 { 30 | 0,60 70 - - 2,4
: Padrdo n®10| 40 | 0,80 60 - - 2,4 :
: Padrao nQ11| 50 | 1,0 50 - - 2,4 :
b Padrdo n012] 60 | 1,2 40 - - 2,4 :
; Padrdo nQ13] 70 | 1,4 30 - - 2,4 i
; Padrdo no14{ 100 | 2,0 - - - 2,4 i
E Controle do i
i plasma - - - 100 2,4 - ‘
%f Plasma - - - 100 - 2,4
* Padrao de HCH = solugao de 50 ng/ml.

i
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Quatro tubos (A, B, C, D) foram ainda preparados pa
ra avaliar a 11gagao do HCH- 251 ao anticorpo na ausencia do  HCH
padrao e/ou plasma. o lugar destes, os tubos continham 100 ul de
diluentes padrdo, e foram chamados de tragadores. A média das ra
zoes B/F dos tragadores, determinados no final do ensaio, foi con
siderada como o B/F inicial da curva padrao.

Mais dois tubos (E, F), contendo também 100 ul de di
luente padrao foram preparados para o controle da degradagao do
hormonio.

3.4.3. Sequencia operacional do radioimunoensaio do HCH
plasmatico.

Nos tubos controle (do HCH padrao e dos plasmas) fo
ram colocados 2,4 ml de diluente padrao contendo HCH- 251 em uma
quantidade suficiente para dar 1000 cpm por ml.

Posteriormente as estas pipetagens, adicionava-se ao
restante do diluente, o anticorpo especifico na diluicdo determina
da pelos testes prévios (geralmente 1:2x10°). Esta solugao com o
hormonio marcado e anticorpo foi chamada de solucao de incubagao.

Conforme & mostrado no protocolo da dosagem  (Tabe
1a A), todos os volumes foram levados a 2.5 ml e a ordem de adigao
dos 2,4 m) da solugdo de incubagao aos tubos (exceto os de contro

le) foi a seguinte:

1. Tragador A

~
.

Numeros pares da série de padroes
3. Tracador B

4, Amostras de plasmas desconhecidos
5

. Tragador C
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6. Numeros Tmpares da série de padroes

7. Tragador D

Depois de agitados, os tubos foram levados a incuba
¢do a 4°c.
Da mistura do diluente padrao contendo apenas o hor

monio marcado, separamos 20 ml para o controle paralelo a dosagem
(c.p.).

Posteriormente @ adigdo do anticorpo, tambem 20ml fo
ram reservados, para o estudo paralelo do comportamento do traca
dor na dosagem (T.P.).

3.4.4. Controle da degradacdo e da ligacao do hormonio _ao
anticorpo, durante o periodo de incubacao.

Retiramos, diariamente, aliquotas de 2,4 ml dos fras
cos "C.P." e"T.P.", desde o infcio até o final da incubagdo. A ca
da aliquota foi adicionado 0,1 ml de plasma e 1 ml da suspensdo de
carvao (100 mg/ml).

Apds a centrifugacdo nas condigdes ja citadas, as
atividades dos sobrenadantes e precipitados foram determinadas no
contador de cintilacao (de pogo) para radiagao gama, integrando-se
pelo menos 10.000 impulsos.

3.4.5. Separacdo do hormonio marcado livre do hormonio liga

do ao anticorpo.

De acordo com os vaiores acusados no procedimento do
{tem anterior, era determinado o momento do equilibrio da reagao
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hormonio-anticorpo, e com isto a finalizagdo da incubagdo.

Esta finalizacao estava condicionada ao alcance do
valor de B/F {fornecido pela amostra do frasco T.P.) no dintervalo
de 0,8 a 1,2, dentro de uma faixa de degradagdo do hormonio (forne
cida pela amostra do frasco C.P.) de ate 15%. Isto era conseguido
geralmente, entre 4-6 dias de incubagao.

Aos tubos que nao continham plasma, ou seja, aos tra
gadores e padroes, adicionamos 0,1 ml de plasma de banco de sangue.

Posteriormente, a todos os tubos foi adicionado 1 ml
da suspensao de carvao. Depois da agitagao em "Vortex", estes fo
ram centrifugados a 2.000 rpm, por 20 minutos a 4°c.

0s sobrenadantes separados por decantagao, bem como
os sedimentos, foram contados em cintilador automatico para radia
cao gama, por tempo medio de 10 minutos, ou o suficiente para 0
acimulo de aproximadamente 10.000 impulsos.

3.4.6. Calculo e correcao dos resultados

As atividades dos sobrenadantes obtidos dos tubos
controle (padroes e plasmas) representam a fracao do hormonio mar
cado degradado durante a incubagao, lembrando que estes tubos con
tém somente o HCH-'2°T sem o anticorpo. Esta mesma atividade apa
recera, logicamente, nos sobrenadantes dos demais tubos ( tracado-
res e plasmas dosados), somando-se a atividade correspondente ao
complexo formado. Desta maneira, na determinagao da relacao B8/F,
o valor porcentual da degradagao do hormonio deve ser descontado,
0 que @ feito com a seguinte operagao:

B-{(B+F)x D}
F

B/F corrigido =

TR -
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onde: p - ¢cpmdo soorenadante (tubos controle)
cpm total
B = cpm do sobrenadante

(tracadores, padroes e
plasmas dosados)

-
]

cpm do precipitado

Colocando-se em ordenada o B/F corrigido contra as
concentragdes correspondentes do HCH padrdo, obtemos os pontos pa
ra a contrugao da curva padrdo. A concentragao hormonal da  amos
tra plasmatica e calculada a partir desta curva, mltiplicando —se
a concentragao lida por 25 (fator de diluigao).

3.5. Analise estatistica

3.5.1. Especificidade

Para a verificacao da reatividade semelhante do hor
monio plasmatico e o hormonio padrao, a mistura plasmatica  P.A.
foi diluida conforme a Tabela B.

TABELA B
TUBOS | PLASMA | VERONAL ALBUMINA | DILUICAO FINAL
no ul ul ul
le?2 10 90 1:250
3ed 30 70 1:83
5eb 50 50 1:50
7e8 70 30 1:35
9e 0 90 10 1:27




0 volume dos tubos foi levado a 2,5 m1 com a mistura
de incubacao (HCH-’ZSI mais anticorpo). Posteriormente foram leva
dos a geladeira (4°C) para incubar por 4-6 dias.

3.5.2. Sensibilidade

A sensibilidade do método foi avaliada atraves de de
clive de uma curva padrao (curva dose-resposta). Esta foi cons-
truida com concentracoes de HCH padrao que variaram no intervalo
de 0,1 a 2 ng/ml. A diluigdo de 1:2x108 do anticorpo foi a que, em
geral, mostrou a melhor interagdo com o hormonio, e empregada no

ensaio.

0 protocolo da dosagem esta esquematizado na Tabela

3.5.3. Precisio

Da mistura de plasmas P.B., guardada a -15%, pipeta
mos 20 amostras de 0,1 ml para a quantificagao do HCH e 0  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 verificacao
da reprodutibilidade inter-ensaios.

3.5.4. Exatidao

A exatrddo da técnica empregada foi avaliada através
de 10 determinagoes, pela adicao de quantidades crescentes da mis
tura P.A. de plasmas, a 50 ul de uma solucdo com HCH de teor co

nhecido (C).
Paralelamente, foi dosada 0,1 m1 da mesma mistura de




plasma P.A., para a quantificagao do HCH neste volume, e determina

cdo da concentracao teorica das diluigoes.
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A recuperagao do hormonio foi determinada de acordo
com o esquema da Tabela C.

TABELA C
VERONAL RESULTADOS
TUBOS SOLUCAO C { PLASMA P.A. ALBUMINA
ul ul ul TEGRICO | OBSERVADO
le2 50 10 40 1/10 M| 0bt - C
3ed 50 20 30 2/10 M} Obt - C
5eb 50 30 20 3/10 M| Obt - C
7e8 50 40 10 4/10 M| Obt - C
9e 10 50 50 0 5/10 M| Obt - C
M - 100 ul de plasma P.A.
0Obt - obtido para cada tubo.
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4. RESULTADOS

Damos abaixo uma série de Tabelas e Figuras demonstrati-
vas dos resultados obtidos em diferentes fases do nosso trabatho.
: Em funcao da clareza, algumas indicagoes foram concentradas em ca
; da uma delas, visando a maior facilidade de sua leitura.

g TABELA [

; CONTROLE DO RENDIMENTO DA MARCAGAO DO HCH-'2%1
% paTA | ATIVIDADE ESPECTFICA | RENDIMENTO PORCENTUAL DA MARCACAO
| mCi/mg %

H

! 10/12/70 96 83

: 15/02/71 100 67

: 07/05/71 47 64

§ 13/09/71 92 74

; 04/10/71 88 73

! 17/01/72 80 79

: 27/01/72 82 68

% 10/05/72 78 62

; 20/02/72 9 72

Iodagoes do HCH efetuadas com a.e. altas (100 mCi/mg) e
i baixas (47 mCi/mg) mostraram grande eficiencia nas marcagoes. 0
: rendimento médio foi de 71%.
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TABELA II

CONTROLE DA PUREZA DAS FRACOES DE HCH-'2]

INTEGRO SEPARADAS POR ADSORGAO EM CELULOSE

~ DISTRIBUIGAO DOS

ELUAT?S RECOLHIDOS VALORES PORcsg
c.p.m.) TUAIS DE PUREZ
ELUENTE NOS ELUATOS

I 11 1 1 1| o

1| 534.223| 194.202 | 347.790 - - -

Tampao i ) )
Veronal 2 11.430 3.961 | 22.340

3 5.185 1.648 3.247 - - -
4 23.952 2.140 | 10.782 96 72 92
Aceton?- 5 31.532 3.565 9.472 97 77 90
Veronal-
Albumina 6 10.427} 16.170 8.840 90 84 85
7 7.709 9.709 5.234 88 80 78
8 7.291 6.579 4.941 88 78 70

Partidas de HCH (I, IT e 1I1) foram purificadas em colu
na de celulose, logo apos a 1odagao. A alta atividade da prxmelra
fracao eluida acusa a e11m1nagao do iodo nao reagente e fragoes de !
gradadas. A partir da figgao 4, os eluatos mostram um conteudo
porcentual alto de HCH-"<’1, porem heterogeneos.
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123

AUTORADIOGRAFIA DO H.C.H. — I
PURIFICADO POR ELETROFORESE EM
GEL DE AMIDO.

origem

—4——»———»—

regido da anodo
albumina

FIGURA 3 - Hormdnio aplicado ao gel de amido imediatamente apds

a iodacdo. A zona do gel correspondente ao hormonio
purificado foi dividida em 3 segmentos. para a separa
¢do do HeH- 1257 de acordo com o grau de iodagdo. A
recuperagao do hormonio marcado do gel foi cer
ca de 60%.
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TABELA TIII

CONTROLE DAS FRACOES DE HCH-'2°1 PURO SEPARADAS POR
ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO E POSTERIOR CROMATOGRAFIA

EM COLUNA DE EXCLUSAO MOLECULAR (SEPHADEX)

DISTRIBUICAO DOS VALORES PORCENTUAIS DE
PUREZA NAS DIFEREMTES FRAGOES ELUIDAS
PARTIDAS
PURIFICACRO EM REPURIFICAGAD EM
GEL DE AMIDO GEL SEPHADEX
a) 86 92
wn b) 87 93
c) 85 90
a) 90 95
3N b) 90 97
c) 87 96
a) 85 94
2/72 b) 9 94
c) 90 95
125

0 quadro expressa o grau de pureza do HCH~"""I separadc
por eletroforese em gel de amido (fragoes a, b, c). No sen~
tido de obter-se hormonio mais imunorreativo, as fragoes hor
monais foram repurificadas em gel Sephadex G-75.
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CROMATOGRAMA DA FILTRACAO EM GEL SEPHADEX G-75
DO HCH= "2

CPM

5Xl(§l'

axiéH

sxidH

2Xi0

o 20
EFLUENTE (ml)

Figura 4 - Purificacao do hormonio marcado logo apds a iodagdo.

ApOs a eluicao do hormonio degradado (19 pico), sepa

ram-se as fragoes correspondentes ao HCH-'““I  puro,

com o pico maximo em geral no tubo n® 10 (29 pico). 0

| jodo livre € acusado nos efluentes bastantes posterio
res ao do hormonio ntegro.
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TABELA IV

CONTROLE DAS FRACOES DE HCH-12°T PURO SEPARADAS

POR ELUICA0O EM COLUNA DE GEL SEPHADEX G-75

DISTRIBUICAG DOS VALORES PORCENTUAIS

DE PUREZA NOS ELUATOS 3

PARTIDAS :

I 1 111 :

2/ 9 % % ?

!

yn 9% 9 93 }
172 90 93 92
2/72 92 94 94
3/72 96 95 95

O HCH submetido a iodagao foi purificado, logo a seguir,

em gel Sephadex G-75. A Tabela reune os valores altos e homoge
neos dos eluatos (I, II, III) de 1 ml,
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TABELA V

COMPARAGAO ENTRE A CROMATOELETROFORESE, ADSORCAO
EM CARVAO E ADSORGAO EM TALCO, NA IDENTIFICACKO
DOS ELEMENTOS FORMADOS NA IODAGAO DO HCH 3/72

DISTRIBUIGAO PORCENTUAL DAS ATIVIDADES
v I livre
ntegro degradado
Cromatoeletroforese 61 6 33 1
Adsorcdo em carvdo 62 38 L
Adsorcao em talco 58 42

As 3 técnicas comparadas mostram que apenas a cromatoele
letroforese fornece dis

%igtamente o8 valores porcentuais das
goes degradadas e do

K I livre. O resultado obtido com
carvao, quanto ao teor de HCH-1251,

cromatoeletroforese.

fra
o
se aproximou bastaute da




AT ot b AR ST 4l iR S Ty R gn o bt R T T A SR

43

REPRESENTACAO GRAFICA LINEAR DA VARREDURA DA FITA
DE PAPEL NO CONTROLE DO HCH-'>% POR CROMATQ —
ELETROFORESE

FIGURA 5 ~ A varredura de uma fita por um detetor gama acoplado a
um registrador, permitiu a identificagdo de 3 picos,
correspondentes a:

a) Um pico na origem constituido de HCH-125] puro que
fica adsorvido ao papel no local da aplicagdo;

b) Um pico central representando os componentes hormo
nais degradados ligados as proteTnas séricas ou mi
grando com elas por causa da perda da capacidade de
adsorcdo & celulose do papel;

c) Um pico final correspondendo ao fodo radicativo livre.
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? PICOS DE ATIVIDADES DO CROMATOGRAMA
OBTIDO NO CONTROLE DO HCH-'23] POR ELETRO-
i ' FORESE EM PAPEL

!
{

HORMONIO

3 2 TAMPAQ VERONAL O.05 M pH = 8.6
H OE CRESCIMENTO-L PAPEL TOYO 514

i CPM x 10° PLASMA NAO IMUNE. S L
& TEMPO DE CORRIDA: 2 HORAS
f: % 300 v.2m A /FITA
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FIGURA 6 - HCH marcado com 1291, e logo apds a iodagio submetido

a cromatoeletroforese. Terminada a corrida, quantifi
cou-se a distribuicao do iodo entre o HCH marcado, HCH
marcado degradado e iodo 1ivre, cortando-se a fita co
mo mostra o esquema.
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TABELA VI

COMPARACRO DA IMUNORREATIVIDADE DO HCH-'2°1 PURIFICADO
EM COLUNA DE CELULOSE E GEL SEPHADEX G-75

PARTIDA DE | PERTODO | DILUICAO | HCH~1291 HeH-1251
125 DE DO | PURIFICADG | PURIFICADO EM
HCH-1251 | INCUBAGAO | ANTICORPO | EM CELULOSE | GEL SEPHADEX G-75
B/F B/F
12/70 | 3 dias |1:2000000 | 0,35 0,46
12/70 | 5 dias | 1:4000000| 0,53 0,76
2/11 | 3 dias |1:2000000 | 0.46 0,67
2/1 | 5 dias |1:4000000| 0,68 0,77
1772 | 3 dias |1:2000000 | 0,81 0,92
1772 | 5 dias | 1:4000000 | 0,80 1,01

Partidas de HCH—leI submetidas a técnicas diferentes de

purificacdo, acusaram valores de razao B/F ligeiramente mais al
tos, quando separados por cromatografia em gel Sephadex G-75.
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125;

PURIFICADO POR ELETROFORESE EM GEL DE AMIDO

E POSTERIOR REPURIFICACAO EM GEL SEPHADEX

PARTIDAS

HCH-1251 PURIFICADO
EM GEL DE AMIDO

HCH-12%T REPURIFICADO

EM GEL SEPHADEX

B/F

B/F

wn

0:51

0,72

2/

0264

0,80

mn

0,42

0,53

2/72

031

0,49

3/72

0,71

o SRR 7 e o e e

Esta Tabela reune as razo2s B/F obtidas apos 1 dia de
incubagao do hormon;o com o anticorpc diluido a 1:1x10°, Verifica
mos a elevagao dos valores com & repurificagao do hormonio.
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TABELA VIII

; DETERMINAGAO DA DILUICAO ADEQUADA DO ANTICORPO PARA

0 INTERVALO DE INCUBAGAO E CONTROLE DE DEGRADAGAO DO HCH-~1291 :
PERTODO DEGRADAGAO HCH-1257 +
! DE PERCENTUAL | TTTULO DA DILUIGAG | ANTICORPO
INCUBAGAO Dy DO ANTICORPO RAZXO
( dias) HCH-125] B/F
1 7 1:1 x 108 0,63
1:2 x 100 0,37
1:3 x 10 0,18
2 9 1:1 x 108 1,24
| 1:2 x 100 0,69
: . 1:3 x 10 0, 26
3 9 11 x 108 1,40
1:2 x 108 0,.85
i 1:3 x 10 0.43
: 4 10 1:1 x 108 1,57
) 1:2 x 108 1,00
* 1:3 x 10 0.60
;
[ 5 n 1:1 x 108 1,57
1:2 x 10g 1,17
1:3 x 10 0,70
6 " 1:1 x 10§ 1,42
1:22 x 107 1.33%
< 1:3 x 10 0,78

N T

Vemos relacionadas as razoes B/F ea degradagao porcentu
al de HCH, em cada um dos dias de incubagao do hormonio com dlferen
. tes diluigoes do ant1corpo.

%T 0 asteristico identifica a diluigao ideal (no caso 1: 2x1d§
caracterizada pelo valor B/F e dentro de uma faixa de degradagao
porcentual aceitavel.




TABELA IX

% VALORES DE RAZOES B/F NAS DILUICOES DO ANTICORPO
? SELECIONADAS PARA DIFERENTES ENSAIOS

| TITULO DEGRADAGAO DO TEMPO
i DA DILUIGKO 125 B/F DE
. DO ANTICORPO | HeH-1251 g INCUBAGAO
1: 2.000.000 1% 1,17 5
1: 2.000.000 1% 1,06 5
' 1: 2.500.000 12% 1,33 6
5 1: 2.000.000 10% 1,21 6
g} 1: 2.000.000 9% 1,08 ‘6
%; 1: 2.500.000 102 1,19 6
%? 1: 2.000.000 1% 1,00 6
;; 1: 2.000.000 102 0,98 6
éﬁ 1: 2.000.000 o 1,23 6
3

. Nesta Tabela acham-se reunidos os niveis maximos de de
gradagao, bem como as razoes B/F, nas diluigoes do anticorpo sele
cionadas para os ensaios.

oy TR e s
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TABELA X

ESTUDO DOS NIVEIS DE DEGRADAGKO DO HCH-!2°1 E DA RAZAO B/F DURANTE
5 DIAS DE INCUBAGAO NA DOSAGEM DO HCH EM PLASMA HUMANO

PERTODO DE INCUBAGAO PoncggrAsEM HCH-1251 + ANTICORPO
(dias) DEGRADAGKO RAZAO B/F
] 9 0,43
2 9 0.66
3 10 0.81
4 10 0.89
5 10 0.98
6 10 1,08
1 1 0,36
3 n 0,75 y
a n 0.80 y
5 12 0.97
6 12 1,05
1 10 0,20
2 10 0,42
3 n 0,55
a 1 0,84
5 n 1,01
6 12 1,10
1 8 0,40
2 8 0,69
3 9 0,98
a 9 1,01
5 10 1,07
6 10 1,15

A Tabela regiscra, em 4 dosagens do HCH plasmatico, a de
gradagao porcentual do hormonio e a relagao B/F (tragador), em ca
da um dos dias de incubagao.
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TABELA XI

CURVA PADRKD PARA VALORES DE HCH  COMPREENDIDOS
ENTRE 0,01 a 2,0 ng/ml ESTIMADOS COM HCH-'2°1  2/72

RAZAO B/F
TUBOS CONCENTRACRO -
ng/m 12 SERIE | 22 SERIE MEDIA
A - 1,05 1,04 1,03 ¢
B - 1,08 1,08 1,08 3
{ ) 0,02 1,06 1,00 1,03 i
{2 2 0,04 1,02 0,96 0,99 E
L 3 0,06 0,98 0,92 0,95 :
i 4 0,08 0,91 0,89 0,90 i
i 5 0,10 0,88 0,84 0,86 £
y 6 0,20 0,72 0,70 0,71 :
£ 7 Q,30 0,60 0,56 0,58
L 8 0,40 0,52 0,48 0,50 ;
0 9 0,60 0,37 0,35 0,36 P
) 10 0,80 0,33 0,31 0,32 id
i 1 1,00 0,26 0,26 0,26 g
i 12 1,2 0,24 0,22 0,23 ;}
t 13 1,4 0,23 0,15 0,19 s
;; 14 2,0 0,17 0,13 0,15 i
it
r CONTROLE PORCENTUAL DA FRAGAO DEGRADADA
¢ E - 10 10 10
F - 9 10 9,5

Clalostees 1lad
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;! 0s valores médios das razoes B/F e as massas corresponden

| tes de HCH padrao, langados no grafico 1:.near, determinaram os pon-

? tos para a construgdo de uma curva padrao. Os tragadores ( A, B,C,

;;: D) estabelecem o ponto inicial da curva (massa = 0).
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TABELA XII
CONTROLE DA ESPECIFICIDADE DA TECNICA DOSANDO-SE MISTURA
PLASMATICA COM ALTO TEOR DE HCH A DIFERENTES DILUIGOES
FATOR CONCENTRACRO CONCENTRAGRO
DE HCH NO DE HCH NO
DE PLASMA DILUIDO PLASMA NAO DILUIDO
DILUIGAOD ng /ml ng/ ml
1:250 0,20 50,00
1:83 0,63 52,49
1:50 ; 1,04 52,00
1:35 1,40 49,00
1:27 1,90 51,30
1:25 1,98 49,50
r=0,998 Y=50’92
A Tabela reune as concentragoes obtidas em 5 diferentes é:
d11u1goes do plasma. Verificamos que a concentragao medida do hor ‘
monio, multiplicada pelo fator de diluigao, permaneceu constante.0
coeficiente de correlagao foi de 0,998. ]
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EFEITO DA DILUICAO DO PLASMA SOBRE A
CONCENTRACAO HORMONAL ENDOGENA MEDIDA

HCH-ng/m)

50T

40-"

301

20+

diluicado
do

plasma

0 1250 63 150 135 27 n2s

FIGURA 7 - Plasma contendo alto teor de HCH foi dosado a diferen
tes diluigbes. As concentracoes hormonais dos plas
mas diluidos foram determinadas em relacdo a curva
padrao e verificou-se que correspondeu linearmente
com o fator de diluigao. 0 coeficiente de correla
cao foi de 0.998.
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EFEITO DA DILUIGAO DO PLASMA COMPARADO A CURVA - PADRAO
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TABELA XIII

ANALISE DA REPRODUTIBILIDADE DE 20 DETERMINACOES E 20 ENSAIOS
DE HCH, EFETUADAS EM PLASMA COM CONCENTRACAOC ELEVADA DE HCH

REPRODUTIBILIDADE REPRODUTIBILIDADE
INTRA - ENSAIO INTER - ENSAIC
(20 amostras) (20 ensaios)

ng/ml ng/ml
13,20 13,40
13,40 13,20
12,50 11,00
12,75 13,00
13,60 12,50
13,00 12,75
12,00 11,75
12+75 13,75
13,60 12,25
12,25 12,50
12,25 13,60
12100 13,40
13,60 13,00
12240 14.00
12225 12,00
14400 13,20
12225 12,40
13,20 13,10
13220 13,75
13210 12,00
X =12,85 X =12,82
s = 0,602 s = 0,772
c.V.= 4,6% c.V.= 6%
1.C.= 12,85 ¥ 1,25 1.c.= 12,82 ¥ 1,61

Resultados numéricos individuais de 40 amostras de um
mesmo plasma, ensaiados em condigoes habituais ( 1nter-ensa10) e
condigoes ideais de trabalho (1ntrl-ensa10) Calculou~se a média,
o desvio-padrao, o coeficiente de variagao e o intervalo de confi

anga desses resultados.
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TABELA X1V

PROVAS DE RECUPERAGAO ADICIONANDO QUANTIDADES CRESCENTES DE PLASMA
A UMA SOLUGCAO COM CONCENTRACAO DE HCH CONSTANTE E CONHECIDA

RESULTADOS
CONCENTRR 1 yaior | vauow | VALOR 08TIDO |
TUBOS| (50 u1) TEORICO | 0BTIDO (gﬁ't-c‘_’”ém)’ Rﬁ&‘é’;ﬁ?ﬁﬁf" ;
ng/ ml ng/ml ng /ml ng / ml
1 6,25 4,95 9.75 3,50 70+70
2 6.25 4,95 1025 4,00 80,80
3 6,425 9,90 16,10 9,85 99,50
4 6,25 9.90 16,50 10,25 103,53
5 6425 14,85 20,00 13.75 92,60
6 6425 14,85 | 19,00 | 12,75 85,85
7 6,25 18,80 | 25,25 | 19.00 95,95
» 8 6425 18,80 22,80 16555 83,60 Y
? 9 6 425 24,75 28,20 22,00 88,90
10 6,25 24,75 30,00 23575 95,95
Os resultados das provas de recuperagao em diferentes - .
quantidades de plasma dosado, mostraram valores porcentuais que
variaram de 70,7 a 103+5Z2. O coeficiente de correlagao (r) en il

tre os valores teoricos e obtidos foi de 0,989. (a = 0,05).
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5. DISCUSSAO

Passaremos a discutir os resultados obtidos nas diferen-
tes fases de nossa experiéncia, procurando justificar nosso proce
dimento com relacdo a outras possibilidades disponiveis, ao mesmo
tempo que registramos as observacbes feitas durante as varias eta
pas.

*A radioiodacao pelo metodo da cloramina T de Hunter e
Grenwood (1962) tem sido de emprego mais corrente para a 3ubsti
tuigao do iodo na molécula proteica. Uma caracteristica do meto
do & a reagao realizada em um pequeno volume, com reagentes a uma
relativamente alta concentragao. 0 procedimento, em nosso caso,
foi bastante simplificado pelo uso de micropipetas descartaveis que,
utilizadas para adicionar, misturar e transierir reagentes, permi
tiu uma mais rapida e simples execugdo. Como decorréncia, pudemos
obter valores de rendimento bastante altos, conforme foi demonstra
do na Tabela indicativa das marcagoes do HCH com ]251.

*Para a purificacdo do hormonio, pré-condicdo de extre
ma importancia para a obtengdo do hormonio marcado integro, livre
de residuos degradados e iodo nao reagente, tinhamos trés diferen
tes metodos a disposigdo:

0 método da coluna de celulose,utilizado por nds a prin
cipio,por sua rapidez e simplicidade,logo foi abandonado,ao obser
varmos que era obtida uma preparacao de reduzida imunorreatividade frente
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ao hormonio purificado por outros metodos.

Passamos pois @ separagdo por eletroforese em gel de ami_
do que, embora mais trabalhosa que a anterior, permitia a elucida
c3o de certas caracteristicas do hormonio marcado, impossiveis de
se obter com outras técnicas de purificacdo. Além disso, trazia
como vantagem a possibilidade de selegao de HCH1251 de acordo com
o seu conteildo de iodo por molécula.

A substituicao do iodo diminui o pK dos fenoxi grupos
dos resTduos tirosil. Em pH 8,6, as moléculas contendo residuos di
jodotirosil adquirem uma carga negativa extra a molécula e assim
caminham mais rapidamente em direcdao ao anodo (Yalow e Berson,196).
Nestas condigoes, uma intensa substituigdo de iodo aumenta a mobi
lidade eletroforética do hormonie marcado e assim, nos permite se
lecionar moleculas de HCH-IZSI que nao tenham sido intensamente
marcadas, as quais sac indesejaveis ao radicimunoensaio, visto que
apresentam uma imunorreatividade diminuida.(Bersor e Yalow,1968).

Embora manchas individuais nao sejam claramente separa
das, na autorradiografia do hormonio marcado purificado por gel de
amido, presumivelmente aquela mais proxima ao catodo, ou seja da
fenda de aplicacdo do hormonio, contém residuos predominantemente
monoiodotirosil; a mancha mais proxima do anodo, presumivelmente,
corresponde ao HCH iodado com residuos diiodotirosil (Yalow e Ber
son, 1969a). De acordo ainda com Yalow e Berson (1965a), a niveis
muito baixos de iodacdao do HCH (por exemplo, 0,05 atomos de I/mol)
quase todo o iodo esta localizado na primeira mancha (mais proxima
ao catodo). Entretanto, para uma média de 1 dtomo de I/mol, o ide
al para o0 nosso caso, mais do que a metade do radioiodo esta pre
sente nas outras manchas. Deste modo, quando se faz a selegao do
hormdnio marcado a partir da eletroforese em gel de amido, & acon
selhavel nao escolher as regides muito proximas ac anodo e ao cato
do, pois as fragoes mais lentas incluirao moleculas de HCH nao
marcadas, resultando num produto com a.e. menor que a desejada,
e as mais rapidas moléculas mais intensamente iodadas, ainda que
estas sejam de a.e. alta, porém de menor imunorreatividade, confor
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me ja mencionado. O ideal sera, portanto, o segmento imediatamen
te 3 frente da mancha mais lenta (que chamamos de "b" na Tabela
III1), onde presumivelmente teremos hormonio marcado com um atomo

de I/mol, condigdo requerida para uma boa sensibilidade do ensaio.

A terceira técnica de purificacao - filtracdo em gel Se
phadex G-75-permitiu a separacdo do hormonio integro dos componen
tes degradados e do I 1ivre. O Sephadex G-75 € ideal quando se
considera sua eficiencia na filtracdo de moleculas de proporgoes
semelhantes as do HCH e a boa resolugdo que da na separagdo dos 3
elementos que se formam apos a iodagao (Figura 4). Seu ponto fra
co, no entanto, &€ ndo permitir a selecdo de moléculas de HCH mais
ou menos iodadas. Por esta razdo foi por nds adotada a tcnica an
teriormente descrita, em fase anterior @ filtragdo no Sephadex.

De qualquer modo, a utilizacdo deste gel foi indispensa
vel para que obtivéssemos uma preparagao livre de componentes de
gradados que, na maioria das vézes, sdo formados no proprio momen
to da recuperagao do HCH-lzsl do gel de amido.

* Os testes de pureza sao efetuados para a detecgdo de
eventuais componentes degradados junto com o HCH-lzsl. A separagao
desses componentes ndo termina com a purificacdo da preparacdo io
dada, pois o hormonio marcado purificado pode vir a sofrer uma de
gradagao subsequente aos processos de purificagdo, durante a incu
bagao com o plasma a ser dosado. Parte da “"degradagdo de  incuba
cdo" & devido 2 agdo de enzimas plasmaticos e outros fatores que
estdo, de alguma maneira, sob o controle do experimentador. Entre
tanto, alguma degradagdoc ainda pode ocorrer espontaneamente, como
consequéncia da irradiagdo, da iodacdo excessiva e da oxidagdao da
proteina (Yalow e Berson, 196%a).

Em nosso caso, o controle da presenca desses produtos
de degradagao foi possivel através de trés tecnicas, que exploram
todas a adsorgao do HeH-1291 Tntegro (Palmieri e col., 1970): car
vao, talco e cromatoeletroforese em papel. Assim, a partir das
atividades dos adsorventes, deduzimos a quantidade porcentual do
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hormonio puro existente na amestra. Com isto, asseguramos o uso de
HCH-‘ZSI com pureza superior a 90%.

No procedimento eletroforético & mostrado que quando se
semeia a uma fita de papel uma aliquota do material marcado (a0
qual se juntou um pouco de plasma corado), o HCH-IZSI perinanece no
local da aplicagao (origem) enquanto que a fracao hormonal degrada
da e 1251 Tivre migram com as proteinas séricas (Figuras 5 e 6).

A Tabela V mostra os resultados obtidos pela aplicagdo
das trés técnicas citadas numa mesma amostra obtida logo apos a
iodacdo do hormdnio. Por ela podemos observar resultados bastante
aproximados dos trés processos, na indicacdo do teor de elementos
degradados. Os ndices de 1251 yivre 55 puderam ser indicados
quando se tratou da técnica da cromatoeletroforese, a unica das 3
apta a discrimina-lo.

*As varias fragoes hormonais resultantes do sistema de pu
rificagao foram ainda, para uma maior certeza dos resultados fi
nais, submetidos a um teste prévio de incubagao com o anticorpo,pa
ra a verificacao de sua imunorreatividade.

A Tabela VI retrata os ndices de imunorreatividade veri
ficados com diferentes fragoes, obtidos em diferentes prazos de in
cubacdo. Comparativamente, as fragoes purificadas em Sephadex
G-75 mostraram uma reatividade um pouco mais elevada que as subme
tidas a purificacdo com a celulose, sendo, portanto, mais altos os
valores das razoes B/F.

Comparagdes foram feitas entre a imunorreatividade do
hormonio purificado apenas em gel de amido e do mesmo hormonio re
purificado em gel Sephadex. Na Tabela VII pode-se facilmente veri
ficar que ocorreu um aumento da imunorreatividade do material,quan
do foi submetido a uma repurificacao em gel Sephadex. Por  este
motivo, tomamos como pratica habitual, a purificagio seguida  do

HCH'IZSI por ambos os processos citados, antes de emprega-lo nos
ensaios.
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*Com vistas a selecdo de condi¢Oes otimas para o enmsaio,
antes de sua utilizacdo em qualquer dosagem, o hormonio marcado
foi submetido a uma incubagdo preliminar com o anticorpo a dilui
coes diferentes, par.' que se observasse qual o titulo que acusava
uma ligacdo mais adequada. Era escolhida a maior diluigdo do an
ticorpo que apresentasse uma relacao B/F em torno de 1 (0,8 a 1,2),
sem grande aumento da porcentagem de degradagdo do hormonio, duran
te o periodo de incubagdo. Esta razao era geralmente conseguida
com o anticorpo diluTdo a 1:2 x 106, depois de 4-6 dias de incuba
¢do. Os resultados obtidos nos diferentes passos dados em diregao
a selecdo dessas condigdes ideais estao 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 teécnica do radioimunoensaio apresenta uma sensibilidade tal a
ponto de termos podido trabalhar com altos indices de diluigao.Com
efeito, operamos com uma diluigao de 1:25 e 1:2 x 106, respectiva-
mente, do plasma dosado e do anticorpo especifico, o que, ja por
si, demonstra o alto valor do método.

Cumpre ainda ressaltar os baixos niveis de degradagio ob
servados, surpreendentes sobretudo se levarmos em conta a longo pe
riodo de incubagdo, de até 144 horas. As Tabelas VIII e IX escla
recem melhor nossas afirma;0es. Em todas as experiencias, este
nivel de degradacao do hormonio marcado foi avaliado pelos  tubos
de controle, para que uma correcao conveniente pudesse ser feita
nos demais tubos em que a conceniragdo do HCH era determinada.

*Através dos elementos que utilizamos para a amalise cri
tica da tecnica v .ilizada (Smart, 1969), foi verificado um compor
tamento satisfatorio para o requisito da especificidade: conforme
a Tabela XII, as concentragdes do hormonio plasmatico medido a di
ferentes diluigoes, forneceram o mesmo valor do plasma nao dilui
do.

Cuidados foram tomados para manter a mesma cencentragao
salina, pH e forca ionica em todas as diluigdes, pois foi estudado




61

por Yalow e Berson (1960) que, exceto para tampao e concentragao
de sal, ndo se observou nenhum outro fator plasmatico ndo especi-
fico, que influenciasse a reagao.

Como mostram as Figuras 8 e 9, as concentragoes de HCH
medidas cairam progressivamente com o fator de diluigdo. Se tal
nao acontecesse, o fator imunorreativo do plasma nao estaria se
comportando identicamente ac hormonio padrao, frustando entao um
dos pre-requisitos indispensaveis para o radioimunoensaio.

Resta ainda discutir os importantes aspectos da  sensi
bilidade, precisdo e exatiddo do metodo, aspectos esses que se
presentes definirao indiscutivelmente sua aplicabilidade.

A sensibilidade, assim como a precisao, € maxima sempre
que a eficiencia de contagem e a atividade especifica do horménio
marcado for também maxima, desde que a imunorreatividade do  hor
monio nao esteja alterada por uma iodacao excessiva.

0 fator mais importante para a obtengdo de bons ndices
de sensibilidade, de acordo com Yalow e Berson (1967), & a quali
dade do antisoro e quanto mais elevado for o numero de animais i
munizados maior sera a probabilidade de obter-se um antisoro alta
mente sensivel, A diluigdo de 1:2 x ]06 empregada na maioria das
dosagens efetuadas mostra a alta qualidade do antisoro utilizado.

Outro aspecto ligado a sensibilidade do método refiete-
se essencialmente na inclinagao do trecho inicial da curva padrdo
(Yalow e Berson, 1970). Podemos verificar que quanto maior esta
inclinagdo, maior serda o incremento A B/F, e maior sera a capa
cidade de discriminar pequenos valores de massa de HCH, e assim,
mais sensivel o ensaio.

Com o anticorpo suficientemente diluido para dar uma re
lagao B/F entre 0,8-1,2, na presenca de uma pequena quantidade de
tragador (1000 cpm/ml), obtivemos curvas-padrao que wostraram uma
boa inclinagao na regiao das menores massas de HCH (Figuras 2 e 9).
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A analise da reprodutibilidade de 40 determinagoes efe
tuadas em um plasma armazenado a -15°C, propiciou a ponderagdo da
precisdo da tecnica estudada (Tabela XIII). De acordo com o cri
terio proposto por Melo (1970), verificamos que os coeficientes
de variagdo permitiram classificar a precisao do meétodo em dois
niveis:

a) Excelente - para a reprodutibilidade intra-ensaio ,
quando o coeficiente de variagao & menor
que 5%, no nosso caso, obtivemos 4,6%;

b) Boa - para a reprodutibilidade inter-ensaio, quando
o coeficiente de variagdo esta entre 5 a 10% ;
para tal situacdo nosso valor foi de 6%.

A oscilagao critica das dosagens na mistura utilizada
foi de 11,22 a 14.44 ng/ml.

De acordo ainda com Melo (1970), considerou-se trés os
niveis de recuperagao:

a) Excelente , 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 parametro da recuperagdo obtivemos
resultados excelentes, pelo alto valor do coeficiente de correla

cao (r = 0,989) entre os valores teoricos e obtidos, mostrados
na Tabela XIV.

Jekve ke e dededed kk ok
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6. CONCLUSOES

Foram padronizadas as diferentes fases para o imunoensaio do
HCH:

a) Marcacdao com
b) Purificagdo do hormonio marcado,

¢) Teste da imunorreatividade,

d) Separagao do hormonio livre e ligado ao anticorpo.

1251’

Demonstrou-se que o carvao ativado com cobertura plasmatica
€ um excelente e simples metodo para a separagdo do HCH 1i
vre e HCH unido ao anticorpo.

A analise estatistica da metodologia demonstrou a sua especi
ficidade, excelente recuperagdo e precisio, utilizando crite
rios empregados usualmente em bioquimica.

A validade da técnica permitiu nitida discriminagdo das con
centragbes de HCH no plasma de individuos com niveis baixo

e elevado do hormonio.

Considerando-se o acima exposto, podemos concluir que nossos

objetivos iniciais foram atingidos, ou seja, podemos afirmar que a
técnica do radioimunoensaio tem condigoes de ser empregada para a
dosagem do hormonio de crescimento plasmatico em nosso meio e que,
pela padronizagdo demonstrada, & perfeitamente aplicavel na roti

na clinica.

-
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