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T. INTRODUGCAO*

A, Dadea Gerais .

Até a década de 60, a determinacao dos hormSnios peptidicoes
no plasma era feita atraves de ensalcs biloldglcos, em sua maloria carenw

tes de especificidade e de precisgb(g’aj

. 08 hnrmﬁnips tireoidianos e &=
drenals possuen ccnfiguragﬁu quimica que Ineluil grupos quimices particu-
larea e apresentam-se em concentragoes relativamente altas Tio plasma,tor
nando possivel sua desagem quimica: o meswo nap acontece com ze substan-
cias hormonaia peptidicas. Estas nao possuem grupamentos quimices parti-
culares que as distingamtentre s e de outras protefnas do plasma, sendo
que estas aparecem em concentragoes de um milhée & um bilhzo de vézes
maiores que as do hormonic. Em termes de concentragao molar, o hormdnio
‘de crescimento se apresenta no soro, em nivels de 60 »x 10712, nao haven-
dae, pois, condicces de se utiligarEm métodos quimices clsasicns de dosar

gem., '

- -
F

Valendo=se da alta especificidade das reacoes imunologlcas,ten

tou~ge desenvelver um iﬁunuensaiaflg); para hormonio de crescimento (HC),

(lﬂ’l}- Tzl tentativa teve o

baseado na prﬂdugﬁu de potentes anticorpos
merito real de abrir as portas para as tecnlcas Imunologlcas, maes Bpresen

tou resultados pouco reprodutiveis,

r

* {) preagate trabalko foi exseuiade za Divlede de Radichiolugia do Imatitube de Pmargdn stizdca m Clde~
de Joivercitaris — 5Ea Paule,

Abtraviuturan;

HE - flargonip de Grasginenta

Hor, - Hormdgia nHa redicativo

Her,* w Hornfnio radicutive

Enﬂ - Cotcentrage éo horodoio nis radioativa

n_a - Craeantrogic do hormdoie vadiestive

Aty = Mnbicorpe anti herkfnic de eTescimenie

a¢7 - pntdeorpe autl gesegletmline da cobads
Eor-Arl— Domplezo antdgeng gnticorpa, paglyedigatlro
Por#ulg) = fraplexze acblgene aaticorpo, radieative

- E0Y25T = Harwbnic de {raseiments radieledade ecm 1231
T1/2 — Hela vida .

oyl - Shro normel do coboila -

- BAR = §&%rp albtwmina bevina, fregao ¥,



Associlando 2o Imuncensaic tragadores radicatlives, mals comne
mente iaatupus de iodo ~13l1 & 1257 . gegenvelveu-se finalmente a tecni-

(2,30)

ca do radiosimuncensaioc, Introduzidz por Berson & Yalow « Estag tecn
nica, por possuir sensibilidade, especificidade & prEcisEu adequadas,per
mitin a.dosagem dos hormonios peptidicos em larga escala, propicilando e-

nerme impulse as pesquisas Enducrinalagir.als e metzbolicas,

B. Principinﬂ Fundamentais do Radioimuncensalo

0 método do radleimuncensalo, como i3 fol referido, tem por
principic fundamental a cnmpetigﬁn entre o hormonio tornade radioative
(Horx), pela marcacav com isbtopo radicative e o hormonio nao radicativo
(Hor), para se ligarem ac anticorpa especifico anti hormondo (Aey).

Hor* + Ac; ¥ Hor* - Ac)

Hor + Aec) 2 Hor - Ag)

De acordo com a lel de agau das massag, Segue-se quei

[Hork] E.cﬂ A, [For* ~ ac] para hormonio radipativo
K2

[Hor| {Aep] -EL?; Hor - Ac_l—_l para hormonio nde radioa
Ka tivo

Ha equilibrin, tem—se!

[Hor* - Acylou Enr -.Acl] Ki
= K {constante de Equ:l.li-

TorABe v Bl Ben K2 pgon



Sendo constsnte a guantidade de anticorpo, Acy, € sendo tam=
bem constante a quantidade de hormonio radioative, Hor*, a quantidade de
complexo Hor*-Ac; formada sera imversamente proporcional a quantldade de

hormonio aao radivativo, Hor; presente.

Assim, se hormonio naa radinétivﬂ, Hor, estiver presente em
grande quantidade, vai ocupar os sitios de ligagau do anticerpo, permi-
tindo entrada de pequensa quantidade de horménic radieative, Hor*, forman
do pequena quantidade de cowplexs radicativeo. JA na presenga de pequena
quantidade de Hor, formar-se-z maior quantidade de complexe radicacivo

Hor*=fac; (Fig.l).

Valendo~se dessa proporcionalidade inversa entre o complexo
Hor#-Ar; e o hormonic nac radiocativo presente, pode-se, medindo Hor*-Agy,
caleular Hor, desde que se construa uma curva padras obtida usandowse
cnnceutragaes de Hor crescentes (Fip.2). A medida do cemplexo Hor#-fe) &
conseguida atravas de sua radicatividade gue & contada e expressa em ni-
marc de contagens por minute {cpm). Torna-se, por conseguinte, neceasi-
rlo separar ¢ complexc Hor*-Ac; que wail ser medido, do restante Hor* que

" npaa ge ligou a anticorpo,

C. E;ucessns de Separaqﬁn

Existem virics processos de sepavagzo entre o hormonio comple
xado = o nao complexade nos radiolmuncensaies. No case particular de hoz

monicapeptidicos, sdc os seguintes os processos descritos:

1= Processss baseados na diferengah da migragah entre o hormo

nio nao complexada & o complexado.

(3)

1.1 - Sistema ¢romatoeletroforetico de Berson e Yalow'™’, on-

de inicialmente se desenvelve a cromatografia sepuida de eletroforese,

siotema esse usado para HC por Roth e col.{za}. Glick e col.(lﬂ}.
1.2 - Processa eletroforetico de Hunter e Gre&nwuud(l?} e
Fitschen(?], que empregam a3 eletroforese para a separagﬁn do complexo =

do nao complexa,
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FIGURA 1, Prineipio do radicimuncensaio. Reagao competi-
tiva entre o hormanfe radioativo, Hor*, e nao radioativo,

Hor, para se unir ao anticorpo especifico Acy, Na pre-

senca de grande quantidade de Hor, formar-ge-a pouco com

" plexo wadicative Hor® - Acyf{a); na prasenca de pejquens

qusntidade de Hor, formar-ge-a mafor quemtidade de
Hor? -~ Aci{b).
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FICURA 2. Curva padrao do radioimuncensale., Os valStes das con-
tagens do Hoxr* - Ac), complexo radioativo dos padroes, sio re-
glatrados em ordenadas e as, concentragoes em abclssa. Sabendo—
-oa a contagem da amostra dngconhanid&, calcula=-se a sus concen

treégo em mpg/ml etraves de curva padrao.



1,3 -~ Metodo de gel filtragao, usado por Haber e enl.(lz)n

- -
2 ~ Processos gue separam o hormonla gue nao se complexou.

2:1 - Resina trocadern iEnica, empregada por Meade &

Klitgaardtza) e Lazaros e Yuungtls}n

2.2 - Utilizagac de carvae atlvade com dextrana fol desenvol-

vida par Hérbé%%fls}, e, Wool & Selenkuw{zg},

2.3 — Talco e silica foram empregadas para sﬂparagau por  ad—
{25)

surgEn, por Rosselin e col.
3 -- Procesgos de separagau de complexo hurmﬁnio—anticarpo,

3.1 — A sepzracac por melo de fase solida fol estudada por

Catt & cnlucq’ﬁ’ﬁ}n

3.2 - 0 sistema de utilizagﬁa do duplo antlcorpo foi lntrodo-
zido por Hales e Eandle{lj}, aplicade posterlormente por Morgan e
(21) (22,23)

Lazarow s & Horgan

D, Frngnsigau

Levandc em conta a importancia que representa para a5 pesqui-
jas metabdlicas, Endnérinnlagicas e para medicina clinica, e tarefa impe
rativa a montagem do metodo de dosagem de hormonioc de crescimente, Den—
tre os procegens de aepara;Eu acima mencionades, foi escolhlde o método
do duplo anticorpo. Assim procedeu-se por 2 exdatir experiencia aoteri-
0T Bm radinimunnenaﬂin‘para insulina usando, com exite, tal proceasoc de

saparagﬁntzﬁ).

Wesse processo, o primeite anticorpo, Acy, € 0 soro de cobaio
antl hormenio de crescimento, abtido Imunizando-se cobalos com HC puro.O
complexa hormonio~anticorpo resultante da reaqau & soluvel, Utilizando-
-ge um segundo antlcorpo, Acy, ou seja, soro de coelho anti gamaglobuli-
na de cobalo, consepue-ce a precipitacao do complexo soliivel, Este preci

‘pltado & separado por centrifugacac {Fig. 3). ]

Trata-se, poreém, de tecnica de certa complexldade e um dos

principais problemas encontrades diz respeito a precisao do ensalo,depen
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FIGURA (3L Procesao do duplo anticorpo em radioimunvensaic. A
reagao lmuncldgice hormoznioc e amticorpe, resulta ma formacao
de um complexo solivel. fate & precipitado por um segundo an
ticorpo dando um complexc insoluvel,




dends fundamentalmente da conveniente padronizagao dos reagentes, da’pre
paracao e escolha das concentragoes adequadasidna anticerpoa utilizades
e da haﬁilidade do ensaiader. O presente trabalho trata, eatdo, da monta
gem da téenica de radioimuncensaic para a dosagem do hormonio de eresci-
mento pele duple antiecerpe,. Por outro lado, tomou-se extremo culdade mo
seétido do matodo estudado apresentar resultadop precises & raprndutiﬂ

vels, o que nac & tarefa facil em se Lratande do radieimunoenssalo.



TI. MATERIAL E METODO

A, Material Biolopico

1. "Pocl"” de sore humanc, obtide pela mistura de soro de paci
entes acromegalicos do Hospital das ClInicas da Faculdade de Medieina da
Universidade de Sac Paulo e de soro de individuos normals na prnpurggu

de 1 para 6.

2, Primelrc antlcorpa, ﬁcl, cbtido dz Watlonzl Pltultary
Apency, USA.

3. Soro normal de cobaio, SNC, obtido atraves da Pentex Miles

Laboratories Inc, ~ Research Products Division, USA.

4, Segundo anticorpo, Acp, soro de coelhos imunizados com ga-
maglobulina de cobaia, Q sdrc fol obrildo no Bilotéric da Faculdade de Me-
dicina da Universidade de Sac Paula,

B, Tratamento dispensado ap Material Biolégico

1. Oktencao da scro hupano

Feram puncionades individuos normais e 8 acromegalicos e o san
gue mantlide a temperatura ambiente ate a retraqﬁn do cuﬁgulu, 0 soro, a-
pos centrifugaggn, foli conservade em congelador até que se obtivesse Equ
tidade suficlente de material para as dosagens, Foram entac preparados,
apos descongelamento, o “pool" de soro de acromegalicos 2 ¢ "pool" de SE
ro-de individuos normais. Uma vez obtidas ambas as misturas de aErua,prE
panku-semistura contends uma parte de "pool” de soro de indlviduos acro-
megalicos e 6 partes de "peol” de soros de Individuos normals, obtendo-
-se ‘assim o "pool* de soro humano a ser usado nos ensaloa para a  dosa-

e =i

Este "pool" fol éividido em aliquotas de 5 ml e conservados

no coogelader e apenas descongelados no momentc do uso,.
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2. PrEpnraqan do sepunde antlcoYpo

Dissolve-se gamablobulina de cobailo, adquirids da Pentex
Miles Laboratories Inc., USA, em tampﬁu fosfaco 0,1 M, pH 7,4, na propor
cde de 16 mg para 1 ml do tampao. Adiciona~se igual volume de adjuvante
de Freundhcnmpletnb Injeta-se 8 pg de pamaglobuling {1 wml da mistura) no
subcutdneo do dorso de cada coelhe adulte, semanalmente, durante 3 sema-
nas, Depois, injeta—se doses dé reforgo de 4 mg ou sefa, 0,5 nl de misey
ra, mensalmente, Apos 3 meses do inicio da inundzagao, inicia-se a sanw
pria dos animais, mepnsalmente, c8rca de duas semanas apﬁs a ultima inje-

cao da gamaglobulina de cobaio.

Cada sappgriz fornece 50 ml de samgue, e o 50ro & separade a-
pos Tetragao do coagulo e centrifugagga. Depois de varias sangrlas de a~
nimais produtores de sorcs considerados potentes como anticorpo, Teunem-
-ge o5 sorogs-em um "pool”, e allquotas de 29 ol sac estocadas no congela

dor.

Bsse sSru, contendo o segundo anticorpe, & usado szem diluigzn.
- - - -
Seu consumeo e grande, sendo necesgsaria manutencao de razoavel quantidade

de coelhos doadores para que sojam sangrados e Imunlzados regularments.

€, Matode Analitico

1. "Marcagac' do hormbnio de crescimento com 12571

Para ledar o HC e obter produto de alta atividade ESpEE{fica*
(16)

ucilizaram-se os metodos de Hunter a Greepwood e Greenwood & Hunter

(1) | o 1257 & oxtdade pela Cloramins T, na presemga do HC. 0 1251, car-
regado positivamente, val se ligar a tirosina do hormonio. A reagao &

sustada pela adican de Metabfssulfito de la.

1.1 - Solucces e substanclas quimicas enprepadas

~ 1251 = na forma de HaleI} com atlvidade egpecifica superi-
or a 100 wlifml, livre de carregador e livre de redutor, obtido da IS0 -
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Serve Dlvislon of Cambridge Nuclear Corporatlon. G TIIE do iodo radioa-
tivo empregade & de 60 dias,

w Tampao fosfato pH 7.4, 0,2 M

- Tampao vercnal, pH 8,6, 0,05 M

1

Tampac veronal, pH 8,5, 0,025 M

Tampac borate, pH 8,6, 0,05 M -

Tapmpao borato, pH &,6, 0,025 M

- Veronal albuminz - tampao veronal pH 8;6, 0,0254, contendo

albumina humara na prcpar;ﬁn de 2,5 ogfml,
— Albumina humana, snlu;Eo a 25% (Behring - Alemanha)

- Hormonio de crescimente humano (Mational Pitultary Agency ~
USAy, 1 mg de HC & dissolvida em 1 mt de HCLl 0,005 H, & allquotas de a,1

nl saa puardadas em congeladar,

- Gloramina T (Merk)} = 2,65 mp/m! de tampac fosfato 0,2 M, pH
7,6 '

- Metabissulfito de Na (Bricish Drug House) - 4.8 me/ml de
tampao fosfato 0,2 M, pH 7,4.

~ Sephadex G 75 medfo (Pharmacia Upsalla - Sutcia)., O Sepha=-
dex & delxado entumecéndo, durante 12 horas ne minimo, embebido em solu-
¢ap tampac veronal 0,025 M, pH 8,6, em geladelra.

.= "Plasma azul" - plasma homano normel, com corante azul de
bromofencl (Merk}, para visualizar a fraggu an passar pela coluna de se~
phadex e, tambem, para impedir a adsorgao do hormdnio nas paredes do ma=
terlal,

~ Carvap = Norit - grade A (Amend Drug and Chemical Co.). Sus
pensao de 100 mg/ml de tampao veronal 0,025 M, pH 8,6 & conservado em ge
ladeira,

= Albumina bovins fragzn ¥ = pb 1iofilirado = (Sigma Chemical
Co.).



1.2 =~ Téenica de iodacas

A um tube de ensaio de 1,2 cm por 7,5 cm, colocado em suporte

e na capela, adlcionamese 20 pl de tampan feafate pH 7,4, 0,2 M,

Adicionam-se 2 ul de *#31 de alta atividade eap3cffica, com
auxilic de micropipeta,

Juntam—se 5 Wl de HC, salugau 1 mg/ml, com micropipeta, borbu

lhapde denkra de tube, com agpra, para mlasturar.

Juntam-se, em seguida, 20 ul de Cleramina T, tambem borbulban
de, com auxilio de micropipeta.

Borbulham-se, lopo a sepulr, 20 Hl de metabiaulfitc de sadiu,
com @mlcropipeta,

Miclonam—se 500 pi de "plasma azul",

1,3 ~ Tecnica de Eurificagzh do KClZdr

Uma ceoluna de vidre, de 50 cm por 1 cm (por exemple, uma bure
ta da Sﬂlcc}. munida de la de vidre na sua estremidade inferfor, deve es
tar préviamente preparada, colocando-se o Sephadex G 75 médio, 13 entume
cido, tomando-se cuidados para nao formar bolhaz nem fases diversas, Del

¥a~s& empacotar, evitando que o Sephadex seque pa coluna.

Coloca-se o hormonic iodade no tépe da coluna e elui-se com
veronal albumina, coletando-se amostras de 0,5 ml & pactir da fragao a-
zul, em coletor automiticoe (Arthur Thomas Co.).

Inicialmente, & elulda a fragac degradada que sal juntamente
com a frag;n azul, Sepue-ge o hormanic icdade e pesteriormente sad o

k257 1ivre, que nac se ligo: ac hormonioc.

As amostras sao levadas para o contader de radiagdc gama
Tobor - (Nuclear Chicago Corporatleon), a Fim de obter-se picos de elui-
¢do com as respectivas fragoes coletadas. Selecicnam~se os tubos corres-

pondentes ao pico do hormonio lodade e e€stocamese no congeladoer,

1.4, Testes de pureza de HC 1257
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l.4.1 = Eletreforeaa

Uma amestra do wmaterlal isdade antes de pagsar pelo sephadex,
e, tma amostra da fragan coletada apds purificagac no sephadex {amostra
correspondente ae pico do hormonflo Iodado} sac semeadas em tiras de pa-
pel Whatman - 3 MY, de 3,5 cm per 32 cm. Corridas eletroforeticas de
una hora sao feitas em tampao fosfato pH 7,4, 0,2 M, empregando-se corren
te de 2 mA por Fita, a 250 volts. As tiras sao secadas, cortadas em ti-
ras de 1 cn e a sepulr, contadas em contader de cintilagan para radlagac

pama {Nuclear Chicago Corperation}.

Ko caso da primeira amostra, tem-se a ideia do rendimento da
icdacao, da quantidade de fracao degradada e da gquantidade de 1251  que
nao se unlu zo hormdnla, Na segunda amostra, veriflca-se a pureza do ma-
terial cbtido.

1.4,2 - Adsorgio em carvio

Upa amostra do hormonic icdado antes da passagem pelo aepha-
dex # uma amostra da fracae purificads sac tomadas separadamente em fu-

L1}

bos de ensalo, Junta~se a cada amostra: 0,1 ml de “plasma azul': 2,4 ml

de vercnal albumina; 1 ml de CATVACa Agitra-ge rﬁpidam&nte e centrifuga-

~32 durante 15 minutos a 1000 rpm.

G sobrenadante & geparade do precipitade por dEcantagEu, e,
ambos sac contados no contador para radiaqan gama, Dbtem-se, asalm, a

porcentagen do hormonio iodado que fica adsorvido ao carvao,
1,4.3 - Teste da atividade especlfica do hormonic ifodade

. 0 hormonio lodade deve ser diluildo em tampao borate pH 8,6,
4,025 M, contenda ,25Z de soro albumina bovina fragEu Y(SAR), de modo
que ge ocbtenha una atividade suficientemente alta para o trabalhe. Uma
diluigEn tal gue 30 pl d& entre 10.000 a 50,000 cpm & a ideal. O horme-
nic diluido & separado em tubos, em guantidades de 5,5 wl, mantidos em
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congelador, Tal quantldade e suficiente para um enszle de 100 tubes, Uma
vez descongelado, aconselha-se nza utilizar o material para outre emsaio,
devido 3 degradagzo safrida pelo hormonio quande congelado ¢ descongela—

do repetidamente,

l.4.4 - Teste da precipitabilidade do hormonle lodado e esco-
lha da diluig;u de primeiro anticorpo.

Faz-se um ensaic previe, com o hormonio iodado e diluido, sem
a presenga de hormonic naec radicativo, fazendo-o reagir com diferentes
cnncehtragses de anticorpe anti hormonio de crescimenta, A precipitabili
dade do hormonio lodado, isto 2, com excesso de anticorpo, deve ser supe
rior a 60Z e o anticorpo deve ser dilulde para uma cunnentraggb capaz de

precipitar c3reca de 25% da atividade total colocada,

2+ Radiolmuncensalo

A.dﬂsagem do HC desenvolvida neste traballio estd baseada no

(22) (24) | Raquemiticamente,

trabalhe proposto por Morgan e Pupo e Marrelro
o gue gse passa no ensaie Llustrade na {Fig.3), onde o complexc solivel

Wor* — Ac; formade & precipitadopela adigas de Acy, que & antigamaglobu-
lina de cobale, produzlde em coelhos. FPor centrifugagau e decanta;ﬁu, ob

tem—s5e o complexo Hor* -~ Acp no preclpitade,

Para aste trabalho, foram reallizados B ensalos consecutivos,
doseando-se em cada ensaio 40 vézes o mesme "pool” de soro humano. Para
cada ensaio [ez-se a dosapen dos padroes para se obter a respectiva cur-
va padrao, O trabalho foi idealizado para montagem da tecnica e estudo
da preciaﬁo e reprodutlbilidade do metodo.

2.1 ~'§nlu¢3e5 e substanclas qu{micas emprezadas

-~ HC!251, obtido conforme descrigdo anterior, testade e diluj

-do e mantido em congelador.
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- HC puro para padrazo — (Mational Pituitary Agency, USA). So-—
luqﬁu de 200 upgfml B estocada congelada para preparo de padraes, em all-
quotas de 0,1 ml. Esta solugdo e preparada, juntando-se 200 pl de Agua
destilada a 1 mg de HC puro, e a seguir, 20 ul de HaOH, 1 N. Eleva-se o
volume a5 ml com tampao fosfato 0,05 M, pH 7,4.

Para preparar os padrces, toma=ge 20 ul da solucao de 200
pgfml, leva-se a 10 ml conm tappzo borate pd 8,6, 0,05 M, centends 0,25%
de soro albumina boving & obtem~se padrao de 4 mpg/0,1 ml,

Desta aolugau, fag-se diluiggés guceasivas ao meio,com tampau
horate com 0,25% de SAB para se obter as nuncentragaes da: 2 mugl/0D,l ml;
1 mpgt0,1 wl; 0,5 mugf0,1 wl; 0,25 mug/0,1 ml,

- Tampao borate, pH 8,6, 0,025 M,

"Tampao borato, pH 8,6, 0,025 M.

Sore albumina bovina, fragsn V (Sigma Chemieal Co,,lS4).

TampEu fosfate, 0,05 M, pH 7,4,

Anticorpo antd hormonio de crescimento (Natiomal Piruvlrary
Agency, USA),

Salugau de 1:2.500 em tampazo borate pH 8,6, 0,05 M, contendo
0,25% de soro albumina bovina, & guardada congelada em aliquotas de 0,3
ml, As diluicoes para as dosagens sap efetuadas conforme as exigénclas
do ensalo prévie. Em géral, diluigEes de 1:100,000 e 1:150,000 s3ao as emn

pregadas.

- Saro normzl de cobaio (Pentexr Miles Laboratories Inc. ~ Re=

gearch Products Divisilon}.

Um groma do produte & diluide a 20 ml ew solugao fislologica.
Dilui-se a seguir a 1:25 em tampac borato pH 8,6, 0,025 M contendo 0,25%
de SAB, Al¥quotas de 5 a 10 wl s3c estacadas no congelador,

- Soro de coelho anti gaﬁﬁ%IEEulina de cobaio,

Obtide no Biotarie da Faculdade de Medieina da Universidade
de 8ac Paulo, conforme dﬁscri;an anterior, Esse anticorpe & usade em vo-

Lume que permita sepuramente 2 precipitagan mixima de complexc solaval,
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isto B, em excesso, Bssa quantidade & determinada usande volumes crescen
tes do soro de coelho no ensaio, fazendo reagixr com hormonio radioativo,
Ac) ~ primeirc anticorpo. Verifica-se que a precipltabilidade do comple-
xo val aumentando ate atingir um plataa Toma~3e,usualpmente, wn volume

que se lacalize uo platd, no caso estudado, foi de 150 ul.

- ¥pgo)" de sBro humano — conforme descrigac no ltem Material

Biologico.

2,2 — Tacnica do ensalo

As determinagoes foranm realizadas em soro obtido a partir de
sanpue coagulado a tenperatura amblente, centrifugado e consarvade conge
lade are o momento do uso, Como o soro de individuos acromegzlicos contém
hormonio em concentragao elevada, foi feita uma diluigao de 1:6 com soro

normal,

A Fig. & representa uma esquematizagac do processo empregado:
hormonio an marcado (padrﬁﬂ ou amostra desconhecida) & inecubado juntas-
mente com hormonio radiocativo e o anticorpo, por um periodo de 72 horas
a 4°C. Depois aac adicionados o complemente, SNC, mais o sepunde anticor
po. Incuba—-ge por 24 horas a 49C, Centrifuga-se, lava—se a precipitado,

recentrifuga-se e conta-se o preciplitado.
E feito um protocolo para o ensaio, conforme Tabelaz I
Os tubos 1 e 2 deverao conter somente HCl297,

Os tubos 3 e 4 sac para testar a precipltabllidade maxima do

HC12%T e conterao AC} B EXCE85D,

Os tubos 5 e & constituem o zero da curva padrao, isto g, nao

Ed L -
conterd © hormonlo nae marcada, '

s tuboa 7 até 16 conterao padrEas de HC, 100 ul da Bulugan
de 0,25 « 0,5 « 1,0 = 2,0 -« 4,0 mug/0,1 ml, em duplicatas,

Os tubos 17 em diante, conterap amostras a dogear, em duplica

ta, 100 ul parz ecada tuba.

A sequéncia de adigao dos resgentes & a segulnte:
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; Solugao tampao bhorata
tiormonio de Crescimente (padrac ou s50ro)
Hormonilo de Crescimento 1251

- Soro de cobalo anti hormonio de erescimento

incubar a 4%C por 72 horas

Soro normal de cobaio
Soro de coelho antl gamaglobulina de cobaio

incubar a 40C por 24 horas

centrifugar a 2000 rpm, 30 wminutas

’ T
Bnbreéﬁdante precipicado

{decantar) juntar 0,5 nl de

t. borato

centrifugar a
2000 rpm, 20 min.

P PR

*
sobrenadante precipitado

{decantar) . {contar)

FIGURA fj. Esquema peral do Radioimuncensaio - HEFﬂdn do duple anticorpa.



+ 18,

- TABELA In
Radioimunocensalo do Hormonlo de Crescimento - protocolo do enaalo.
Padrzo [[borato I
TUEO| ou, com JHCIZT | ady SNC |Acs _ |Resultado
NG Amostra (0,51 SAB Contagen | Media
ul el nl pi ul |ul meg/ml
3 - - 50 - - |- | 7r.428 | .. -
L 78,008
7| - - | se| - — [ -] 78501 |
- — 100
3 - 450 50 [is 501100 58.030
112500 59,258
100
A - 450 50 |4 ,2500 50 (100| 60.486
all
5 - 500 50 |1.100000] 50[100] 18.003 15103
6 - 500 50 11.100000| 59]100| 18,203
100 50 _
7 lo,25mgl #8 | 39 l3:i00000f O0\M99) 13570 4 0
100 50 .
8 0.25myp AG0 50 1:100000 507100 15,772
100 50
9 lo.5 myg| 4% 50 |1,100000] 50[100| 13.408 13722
100 50 .
10 15,5 mgl 400 50 {1.100000] 30 |100| 14,037
100 56
2|y 5 pg| 90 5¢ |1.500000| SC[100] 10.141 res
100 ' >0 50{100| 10.836 1048
12 1y omg] 499 1 39 13900000 .
100 30 :
13 |y 5 omel 400 50 |y.100000| 50[100]° 7.759 -
100 50 .
14 |y 5 gl 409 50 1:1%puuu 50100 1:ifa
3 166 0
15 0, oomel 99 1 30 |1100000) 30|100| 5.267 . 188
100 | 30 soli00] s.080 |
16 14,0 mg| %9 | % l1:100000 :
T 100 50
17 | mosta, | 490 50 |,,100000] 39200 5-779 .
. ; 16,25
18| M s | oso . 2P 0| 100] 5.574 |
amn?:al 1:100000 -
100 50
w [ 7 1 w00 | so |, o0 | s0|100] 12.670 -
k3, (8.723) 15,75
20 | 29 | 400 | s0 (. .29 50]190] 12.076
amastrag 1:100000 -

g

A quantidade de cada reagente & anotada, bem como os tubos com os respec-
tivos conteudos. Terminado o ensaio, anota-se a contagep de cada amoatra,
a media das duplicatas, e o resultado das lelturas sac axpressos em wpg/fml

L
de sarso,
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- Tampao horato pH 8,6, 0,05 M, contendo 0,5% de 5AB, aseim
distrituldoa; 450 U1 neos twbos 3 2 4; 500 wl nos tubos 5 e &3 400 pl nos

tuboa 7 em diante.

~ Padrido nos respectives tubas, 100 pl para cada tubao.

= Amgsrres 2 dosear nog resgpeativosz tubasz, 100 ul para cada
tubu-

- HEIZEI, 30 ul em todos os tubos,

~ Primeiro anticorpo Aecj, em excesso, 50 ul da diluigao
1:2,500, nos tubas 2 & 4,

- Primelro anticorme, Acy, 50 pl em diluigao prEviamﬂnt& e5c0

lhida, para todos os tubos, exceto os guatro primeiros.
4
~ Todos o¢s tubes sae incubades s 4°C, por 72 horas.

~ Soro normal de cobaio, 50 ul, & juntado a todos os tubos,ex

cete 1 e 2,

— Segundo anticorpo, Acs, no volume de 150 ul 2 juntade a to-

dos .ggtubba, exceto 1 e 2.
= Todos 08 tubos sao incubades por mais 24 horas a 4°C,

~ D3 tubus sao centrifugados em centrifuga refrigerada a 4°C,
durante 30 minutes, a 2,000 rom, menos os tubos L e 2. Separam-ie sobre-
nadante e um precipitado branco.

~ Dz sohrenadantes zao decantades, filcande os precipitados a~
dersntes ao fundo dos tubos,

- 0s tubos saoc lavados com 0,5 ml de tampao borato pH 8,6,
0,05 ¥, contendo 0,5% de S3AB. Toma-se culdado para fazer escorrer a so-

1ug3n pela parede toda do tubo,

- 05 tubes 530 centrifugadea navamente a 2,000 rpm, durante

30 nmiputos., -

- 0 aobrenadante & desprezado por decantagzb, e 0d tubps com
o8 precipitados sae contades em contador automatico pETE radiagaas gama

{Wuclear Chicago Corporation, USA),
HC!25T e Acy foram medidos com microseringas tipo Hamiltom,com cursor.
Padroes e ampstras foram medidos com micropipetas.




2.3 = £3lcule dos resultados

A leitura dos padrges val servir para a conmstrugao da cutva
padrao, onde, nas ordenadas, registram=se as contagens de Hor%-icy e na
abrissa, as cnncentragaes correspondentes de HC utillzadas.

0s desconhecidos, isto e, as amostras a dosear, sao lidos na

curva padrao,

2.4 = Analise estaciscics dos dados obtidos

Comp foram realizados 8 ensalos diferentes, calculpu-se a me-
dia (), o desvio padrau {8), o intervalo de confianga ao nivel de 95%
das 40 amestras de cada ensaio., Calculou-se o coeficiente de variagao
{cV), precigao ideal ou simplesmente precisio, ou sejn, variagﬁu dentro

do ensalo, das 40 amostras. doseadas cada vez,

Como foram realizadas dosagens de 40 amostras em B ensalos di
"ferentes, calculou-gea media (), desvio padrao (3), o Intervale de con-
fianga ao nivel de 95% dentre os 8 ensaios realizados. Calculou-se o eoe
ficiente de variagao (eV), precisdo habitual ou repredutibilidade que
mede a variagao dentre oa-B epsalos realizadaos.

Calculou-se a média (%), o desvie padrao (s), o intervale de
confianga ao nivel de 95%, da media dos tubos 1 e 2 nos 8 ensalecs reali-
zadog para evidenciar a vantagem da dosagem em duplicatas.

0s calenlos estatisticos obedeceram aos processcs classicos

(28) e foram realizados em computador.
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IIX. RESULTADOS

1. Furificaqan do hormonio de crescimento lodado

0 hormonio de crescimento indado Ecl purificade atraves da co
luna de Sephadex G 73 medio, Fragaes de 0,5 ml foram celetadas & conta-
das er] contador automatico para radiag;es cama, & Fipura 5 mostra os pl-

cog obtides da Eluiqao do hormonic iadado,

2. Controle eletroforetico do hormonio de erescimente iodado

Uma amostra do hormonlo de crescimento lcdada purlficado e u~
" ma amostra do horwenic iodade sem purlficar foram controladas pereletro-
forese em papel Whatman 3 MM, As tiras secadas e cortadas foram contadas
em contador de cintilagas para radiagao gama. Conforme Figura 6, verifi-
ca-se que na purlficagao elimina-se guase que totalmente a fragao degra-
dada e o isdo que nio se ligou ao hormonic, ?erifiga—se, tambem que a
rendimento da fodagac EFoi de aproximadamente 70%,

3. Teate, em carvan, da pureza do hormonio de crescimento iodadoe

A Tabela IT mostra os resultados obtidos com as amestras do
hormonio iodade, antes e apds purificagdo pelo Sephadex, testadas por ad
sorgac em carvae, Verifica-se que antes de purificar, havia 69% de HC'2OT,
apos purifiecacdo, a pureza do hormonio passou para cérea de 95% no elua-
to n? 8,

"ﬁ. Teste de prg;ip;tabi;idade do hormonio lodade. Escolha da diluicao do
primeirs anticorpo, Act

Ur ensdio prévia com o hormanilo ledado e diluide, na auséncia



da horm3aie nio radioativo, fazepde-o reegir com diferentes diluigoes dg
anticorpo antilhurmﬁnio de crescimento, mostra a Tabela III que a preci-
pitabilidade do hormonice ledade foi de 74,61%; a diluigao do anticorpo ge
ve ger de L1:100,000, cuja precliplitabilidade fol de 23,25%.

/

J¢ Escolha do volumas do segunde anticorpo, Ac.

Yerifica-se que a pr&cipitahilidade'de complexo Hor® -« Ac,
val aumentando conforme o aumente do volume de Ac, na reagao, de acordo
com a Figura 7, at@ atingir um platS. No caso em questao, verifica-se
que o velume ideal de Ac, & de 150 ulo -

6, Curvas padrao & calculo de amoptras

Utilizaram-se, conforme referido em Material e Métodos, 5 di-
lufgoes diferente do padrao de hormonio de crescimento, obtendo—se 6 pon
tos para a curva padrao que correspondem az: 0 - 0,25 -0,5 -1 -2~ 4
milimicrogramas de BC por 0,1 ml, considerando-se, para cada ponto, a mé
dia das duplicatas xealizadas, Nos 8 easalos reaiizadnn, as curvas pa-—
drac foram bastantes semelhantes. A Figura A mostra uma dessas gurvas, a
do ensaie ¥, que & bastante representativa do tragado habitualmente obti

do.

_ Em cada ensaio, & econcentrageo em HC de 40 amoatras do 'Pool"
de soro humane fol calculads por leltura dlreta na respectiva surva P
drio, Verifica-se que o valor Encungraﬂn para o “pool" de mbro em 320
dosagens varlou de 12,25 myg/ml a 20,25 mﬁgfml da amuﬂtruI(Tahela I¥).

7. AnEliﬁE'E&FatiEtica don resulrados obridps

7.1 = Estudu da precisao & reprodutibilidade do metodo EMpT Sy

gado

oy

Nos 8 ensaiss consecutives efetuados, -doserindo 40 szesln mea
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mo “pool” de soro humano em cada ensato, chteve-ge uma precisaoc que va-
riou de 7,377 a 10,93%Z, com preclsdo media de 8,92 (Tabela IV). A repro-
dutibilidade, por sua vez, variou de 4,61% a 16,72%, com a reprodutibili
dade média de 8,81% (Tabela IV).

7.2 — Qutros tratamentos estatisticos des resnltados das dosa

gens

Foram caleuladas as medias (X), desvioipadrao (s), intervalo
de confianga ac nivel de 95% das ledturas das dosagens. Os dados se acham
expressgs na Tabela IV,

7.3 - Dosagem daz amostras en duplicata

Usando=-s& o recurso de s¢ dosear em duplicata e conslderando
¢ resultado como sendo a media das duaxm dosagens, melhora=se a precisaoc
habitual ou reprodutibilidade. Para tanto, calculou-se a precisao habi-
tual ou reprodutibilidade dos tubos de série 1. 0 mesmo ealeulo fol fel~
to para os tubos de série 2, Calculou-se a media dos tubos 1 e 2 em cada
ensato e determinou-se o coefifiente de variagao ou seja, a reprodutibi-
1idade dessas medias. Palos resultados expressocs na Tabela V, verificam-
-sa que os coeflcientes de varlagao dos tubos I & des tubos 2, nos 8 en~
salos realizades, sltuam-se na faixa de 5 a 10Z (8,55 e 6,467 respectiva
mente}. Se se considerarem duplicata de 1 e 2, e tirando-se a media dos
dois valafes, verifica-ose que o coeficlente de variagﬁo e reduzdda a
3,15%.
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FIGURA S, Purificacao de HCL25] pels eoluna de Sephadex, O
hormanic fodade & paseado atravée da coluna de 50 cmx 1 cm,

cantendo sapha;dm: G 75 medio entumecide em tammpac veronal,

A eluigdo & felta com tempHo vercnsl albumina, coletando

frq;EEa de G,5 ml que pac contadas em coctador para radia-

gao gmba, Inicislmente & eluida a Eragho degradada; aegue

-sa o hormonio dodadoc e por ultime a fragse da 1251, 'que
" nao Be ligou so hormonio,
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FIGURA 6, Controle do HC1231, 'antes & apos purificacaoc,

Eletroforese em tompao fosfato pH 7,4, 0,2 M; papel
Whatman 3 MM; corride de 1 hora e-250 volts, 2 wAfEita,
As fitas sao gecedas e cortadas de ¢m em cm e contadas
em contador autematico para radiaqzo gama. Com a purifi-
eacho elimina-ge a fragio degradada e o 1?91 quc ndo ee
waiu go hormonio,

$25.
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TABELA TII

Teste de pureza de HC!291, em earvao

Antes de Apos purificar
purificar coleta coleta coleta
7 8 9
sobranadante 7.153 epm 1.931 cpm 2.370 cpm| 1.121 cpm
precipitade 14,331 cpm 20,915 cpm 51.890 ecpm| 38.182 cpm
Z
precipitada &9 20 95 o0

Amostras. do hermonic iodado sem purificar e purificade foram testadas em
carvao, Tomoumse aliquu;a; das amostras, juntou-se 0,1 ml de plasma "azul",
2,4 ml de vercnal albumina, 1 ml de CArvao . Agltou=aze, centrlfugou=se. So-
brenadantes & precipitados foram contados em conktador para radiaqﬁo gama. O
rendimento da iodagao fol de 69%. Dapoils de purificado, a coleta n? 8 & que
apresenta malor pureza, de 55%.
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TABELA 1If
' Teste para escelha da dilui;En de antleorpo.
Toborato!
Tubo | SO0 luglesy|ae, ¥olumelyd) lepel e, fContagen| Media|”,PFeCi-
0,5% SAB dilui¢ao & pitagia
. ul | pl Wl)] s cpm
]
L - 50 - ~ | - | 77.426
78.294
2 - 50 - - | = | 79,163
3
3 450 ab TI3500 50150 58,030
"'50 58.422) 74,61
& 450 30 132500 S0|150) 58.814 l
5 550 | 50 | voee s50]1500 22,435 |
S 5 21.873) 27,93
6 450 50 1775000 50,150( 21.511
30
? 450 50 T Ty 501150( 18,103
: 1'1gg°°° 18,210| 23,25
8 G50 a0 13100000 501150] 18.317
a0
9 4350 50 —— 50 (150 14.763
: l'lgg““ﬂ 14,656 18,71
10 |l 't 450 50 13159000 ] 50115G| 14.550

Ho ensaio prévic paré escolhe da diluigEn de Ac,, para o hormonic loda—
do, junfa-se tampao borate, HBC '2°I e Ae), nas diluigoes indicadas. Dei
%a—~se reagir a 4°%C por 72 horas, Junta-se a sepulr, soro normzl de co-
bala e ¢ Acp, delxando cveapgir par mais 24 horas a 47C. Centrifuga-se a
2.000 rpm por 30 minutos, decanta-se,lava-se o precipitado com 0,5 ml
de tampzo bhorate e recentrifuga-se, Decanta-se & a precipitade & conta-
do em copntador automatico para radia;Eu Eami. A diluigEu de Acy a
1:100000 foi a adequada,
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FIGURA 7. Bacolha do volume da eegundo anticorpo,Acz,
Quantidades érescentea de Acz sao postas a reaglr com
50 ul do hormdmic. fodado e 50 yl do snticorpo antd
harmonio de crescimento diluide 1:100000. Conforme au
,menta o Acz, kA aumento de pran:lpitabiiidade de com~
plexo Hor® - Aey, até atingir um platd. O volume esco
Ihido para o casc & de 150pl. .
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FIGURA 8. Curva padrao e leitura da _amostya. AS COnCeRtracoes

dog padroes do hormonio sac Teglstradas em abelssa e suas con
tagens em ordenadas: zero - 20,057 cpmj; 0,25 - 16,738 cpm}
0,50 = 14,814 ecpmj 1,0 = 20.750 epmj 2,0 » 7.622 o
4,0~5.775 cpum. A contagem do precipitado da amostrs & lavada

* @ curva padrac e sua concentragao & lida diretemente: 8,519
epw ~ 1,575 spg/0,1 ol op 15,75 wpg/ol,.
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IV, - DISCUSSAD

A tecnica de doaagem do hormenio de ereseciments por radicimunoc-
ensalo 2 , por certn ; extremamente alaborada | ja#que Fefquer correts a -
destramento em todos os zeus detalhes |, incluindo preparo dos reagentes
ascolha das diluigoes do anticorpo, conveniente execucas taenica dos  di-
varsos passos do ensale , manuselo de micropipetas a mievageringas. Todos
8sses fatores Influem de modo direto na precizao & reprodutibilidade do
netodo.

A tecnieca do radicimuncensaile fol desenvelvida em base a foda -
gao do HC , purificagao do megmo por filtracao em gel de Sephadex G 75 ma~
dio, Bsse material fol controlads eletroforéticamente e par adsurggh rl
CATVAD § asaeguraﬂho-sa assim o uso de um hormande radloative com puraza
de cerca de 95%,

I'm ensaio prEviu utilizande o hormonlo lodade s purificadeo e
diluide , fotrneceu o estabelecimento das diluiqaés adequadas dos doig an-
ticerpos ( anticorpo antd hormonlo de crescimento e anticorpo anti gamaglo
bulina de cobaic } a serem utilizados nos ensaios,

As-prnvas radioimunclogicas levadas a efelte , com utilizacac
de duple anticorpo , hormonio fodade , padrees de HC e amostras , permiti-
ram a construgao de curvas padrac , bem como o caleulo de cuncentra;gn nas
diferentes amostras dogseadas. Forneceu , assim , a concentragaa de HC nas
320 amostras em 8 ensaios realizados ; verificando-se que houve uma varia-
gdo de 12,25 mug/ml a 20,25xmug/ml no " pool " de soro humano doseado.

Verificou-ae que a variagﬁo para a precisio do metode foi de
7,37% a 10,3%%, enquanto que z variagzo para a suva veprodutibilidade foi
de 4,64% a 16,72%,

Por ocutro lado, o critérlo de se usar media de duplicatas redu-
ziu senaivelmente o coeficiente de varlagao entre os & ensaics realizados,
;elhnrandgi asaim , a reprodutibilidade do metedeo, ajustando - a para fai-
#a considerada otima en dosagens hinquimi::asu Considera-se precisao exce —
lente qu;ndu o coeficliente de variacic & mencr de que 5% ; boa guando en =

tre 5 2 10% ; regtlar ou ma quando superlor a Esqes resultados.
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V. - CONCLUSOES

1. 0 metode de dozagem de hormonio de crescimento pelo duplo
anticorpo , tecnica radiuimunulﬁgi:a , Tepresentara importante subsidio

para estudca e pesquisas endncrinnlagicas e metabslicas.

2, 0 matoda apresenta uma precisao media de 8,95% e uma re —
produtibiiidade media de &,81%,

§ 3. £ conveniente o usc de dosagem em duplicata , pels , tal

recurso permite o aprimoramento da precisic do metodo,

T ——r



VI, - SUMARTIO

"

Fol desenvelvide o metode de dosagem do hormenio de ereaci -
mento pele radiolmunocensalo , usande duplo anticorpo . Apos convenionte
adestramento & Eamiliarizagﬁb com © metode s em seus diverape aspectss,
tale como preparo e egecolha doa reagentes, Tigor na execugﬁn tecpica do
engalc , realizou-se a avalia;ﬁn de sua precisEa e reprodutibilidzde,

" nool M de soze hu-

Tal estudo compre=endeu a dopagem de um
mano em 8 ensalos congecutivos , tendo sido feltas 40 dosagens em cada
ensazio,

A precisao media fol de B.95% ( variando de 7,37% a 10,93%).
A reprodutibilidade media fol de 8,81% ( variando de 4,61% a 16,72% ) .

Evidencia~se que ¢ recurso de se congdderar ¢ resultade ce -
mo sendoc a medla de dosagens em duplicata , melhorz a reprodutibilidade

do enaaio.
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