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I. INTRODUÇÃO* 

Ao Dados Gerais 

Até a década de 60, a determinação dos hormônios peptídicos 

no plasma era feita através de ensaios biológicos, em sua maioria carez t̂-

tes de especificidade e de preclsão^^'^\ Os hormÕnips tireoidlanos e a-

drenais possuem configuração química que inclui grupos químicos particu

lares e apresentam-se em concentrações relativamente altas no plasma,tor 

nando possível sua dosagem química: o mesmo nao acontçce com as substan

cias hormonais peptídicas. Estas não possuem .grupamentos químicos parti

culares que as distingàmiventre sl e de outras proteínas do plasma, spndo 

que estas aparecem em concentrações de um milhão a i^m bilhão de ve^es 

maiores que as do hormônio. Em termos de concentração molar, o hQnaonlo 

de crescimento se apresenta no soro, em níveis de 60 ^ 10"^^, não haven

do, pois, condições de se utilizarem métodos químicos clássicos de dosar, 

gem. 

•1 ^ 

Valendo-se da alta especificidade das reações imunológicas,t^ 

tou-se desenvolver um imunoensaio^^^^i para hormônio de crescimento (HC), 

• baseado na produção de potentes anticorpos ̂'''̂ '•̂ ^ Tal tentativa teve o 

mérito real de abrir as portas para as técnicas imunológicas, mas apresen 

tou resultados pouco reprodutíveis. 

* o presente trabalho foi executado na Divisão de Radiobiología do Institulío de Snergia AtSmica w Cid̂ i-
de Universitária - São Paulo, 

Abreviaturas: 
HO - Hormônio de Crescimento 
Hor, - Hormônio não radioativo 
H^r^, - Hormônio radioativo 
Hor - Concentração do hormônio nao radioativo 

Hor* - Concentração do hormônio radioativo 

Aci - Anticorpo anti hormônio de crescimento 
Ac2 - Anticorpo anti gamaglobulina de cobaio 
Rovrbai- Complexo antigeno anticorpo, nãòíuaàioativp 
Hor*-Aoi - Complexo antígeno anticorpo, radioativo 

" H0i25l - Hormônio de Crescimento radioiodado com ^^^l 
Tl/2 - Hsia vida 
SHu - Soro normal de cobaio ^ 
SÃB - Soro albumina bovina, fração V. 
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Associando ao imunoensaio traçadores radioativos, mais comu-

mente isótopos de iodo -^3^1 e 125j „ desenvolveu-se finalmente a técni-
(2. "íO^ 

ca do radiolmunoensaio, introduzida por Berson e Yalow ' Estâĵ , téc

nica, por possuir sensibilidade, especificidade e precisão adequadas,per 

mitiu a.dosagem dos hormônios pe|it£dicos em larga escala, propiciando e-

norme impulso as pesquisas endocrinolõgicas e metabõlicaso 

Bo Princípios Fundamentais do Radiolmunoensaio 

O método do radiolmunoensaio, como ja foi referido, tem por 

principio fundamental a competição entre o hormônio tomado radioativo 

(Hor*), pela marcação com isótopo radioativo e o hormônio nao radioativo 

(Hor), para se ligarem ao anticorpo específico anti hormônio (Aci)o 

Hpr* + Aci t Hor* - Aci 

Hor + Aci * Hor - Aci 

De acordo com a lei de ação das massaç, segue-se que: 

Hor* Aci_ ^ > Hor* - Ac^ para hormônio radioativo 
K2 

Hor] jÃcj] - ¡Hor - Ac£] para hormônio não radioa 

tivo 

No equilibrio, tem-se: 

Hor* T A C L J P U [Hor -r-AcJ . Ki 
a- — a K (constante de equilí— 

Hor*] [ACLJ OU JHorj [Ãc]J K2 brio) 



. 3 . 

Sendo constante a quantidade de anticorpo, Ãci, e sendo tam

bém constante a quantidade de hormônio radioativo, Hor*, a quantidade de 

complexo Hor*-Áci formado sera inversamente proporcional à quantidade de 

hormônio não radioativo, Hor, presente. 

Assim, se hormônio não radioativo, Hor, estiver presente em 

grande quantidadej vai ocupar os sítios de ligação do anticorpo, permi

tindo entrada de pequena quantidade de hormônio radioativo, Hor*, forman 

do pequena quantidade de complexo radioativo. Ja na presença de pequena 

quantidade de Hor, formar-se-ã maior quantidade de complexo radioativo 

Hor*-Aci ( F i g o l ) o 

Valendo-se dessa proporcionalidade inversa entre o complexo 

Hor*-Aci e o hormônio nao radioativo presente, pode-se¡, medindo Hor*-Aci, 

calcular Hor, desde que se construa uma curva padrão obtida usando-^se 

concentrações de Hor crescentes (Fig«2)„ A medida do complexo HorA-Aci e 
^ ^ ^ 

conseguida através de sua radioatividade que e contada e expressa em nu

mero de contagens por minuto (cpm)., Toma-se, por conseguinte, necessá

rio separar o complexo Hor*-Aci que vai ser medido, do restante Hor* que 

não se ligou a anticorpo» 

Co Processos de Separação 

Existem varios processos de separação entre o hormônio comple 

xado e o não complexado nos radloimunoensaios, No caso particular de hor 

moniospeptídicosj, sao os seguintes os processos descritos; 

1 / - Processos baseados na dlferenção de migração entre o hormo 

nio não complexado e o complexadoo 

1 « 1 - Sistema cromatoeletroforético de Berson e Yalow , on

de inicialmente se desenvolve a cromatografia seguida de eletroforese, 

sistema esse usado para HC por Roth e col»^^^\ Click e c o l o ^ ' ' " ^ \ 

l o 2 - Processo eletroforetico de Hunter e Greenwood^^'^^ e 

Fitschen^^^, que empregam a eletroforese para a separação do complexo e 

do nao complexo» 
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K o r 

H * o r - A c i 

H o r - AC| 

Hor 

b 

Hor 

H V - A C , 

1 . ^ 

K o r - A C | Hor 

FIGURA Z. Princípio do radiolmunoensaio» Reação competi

tiva entre o hormônio radioativo, Hor*, e nao radioativo^ 

Hotp para se unir ao anticorpo específico Aci. Na pre

sença de grande quantidade de Hor^ formar-ae-ã pouco com 

plexo radioativo Hor^ - Âci(a)s na presença de pequena 

quantidade de Horp formar-se-S maior quantidade de 

Hor* - Aci(b)« 
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Hor*-Ac 

CRESCIII8ENT0 

FIGURA 2« Curva padrão do radiolmunoensaio» Os valores das con

tagens do Hor^— Ac|, complexo radioativo dos padrões, sao re

gistrados em ordenadas e as. concentrações em abclaòa. Sabendo-

» 8 6 a contagem da amostra desconhecida, calcula-se a sua concen 

tração era mvg/ral através da curva padrão^ 
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— f 1 2^ 
lo3 - Método de gel filtraçao, usado por Haber e c o l o » 

2 - Processos que separam o hormônio que nao se complexou« 

201 - Resina trocadora iónica, empregada por Meade e 

Klitgaard^^*^^ e Lazarus e Yuong^^^\ 

202 " Utilização de carvão ativado com dextrana foi desenvol

vida por Hárbárt^^^\ e. Wool e Selenkow^^^\ 

203 - Talco e silica foram empregadas para separação por ad-
(25) 

sorçaoj por Rosselin e colo o 

3 •• Processos de separação do complexo hormonio - a n t l c o r p O o 

301 - A separação por meio de fase solida foi estudada por 

Catt e col.^'*'^'^^ 

302 - O sistema de utilização do duplo anticorpo foi introdu-
(13) 

zido por Hales e Rändle^ y aplicado posteriormente por Morgan e 
( 2 1 ) „ (22,23) 

Lazarow • , e Morgan ' » 

Do Proposição 

Levando em conta a importância que representa para as pesqui

sas metabólicas, endocrinolõgicas e para medicina clinica, é tarefa impe 

ratlva a montagem do método de dosagem de hormônio de crescimento. Den

tre os processos de separação acima mencionados, foi escolhido o método 

do duplo a n t i c o r p O o Assim procedeu-se por ja existir experiência anteri

or em radiolmunoensaio para insulina usando, com éxito, tal processo de 
- (24) 

separação ̂  o 

l^sse processo, o primeito anticorpo, Ac^, é o soro de cobaio 

anti hormônio de crescimento, obtido imunizando-se cobaios com HC purOoO 

complexo hormonlo-anticorpo resultante da reação é solúvel» Utilizando-

-se um segundo anticorpo, Ac2p ou seja, soro de coelho anti gamaglobuli-

na de cobaio, consegue-se a precipitação do complexo solúvel, Este preci 

pitado é separado por centrifugação (Fig, 3 ) o ^ 

Trata-se, porém, de técnica de certa complexidade e um dos 

principais problemas encontrados diz respeito ã precisão do ensaio,depen 
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HORMÔNIO |S ANTICORPO 

COMPLEXO SOtUVCL 
2» ANTICORPO 

COMPLEXO SOLUVEL 

4 
, COMPLEXO INSOLÚVEL 

FIGURA ProcesBo do duplo anticorpo em'radlolnmaoenBáío, A 

reação Imunológica hormônio e anticorpo, resulta na formação 

de.um complexo solúvel» Este e precipitado por um segundo an 

tlcorpo dando um complexo insolúvel» 



dendo fundamentalmente da conveniente padronização dos reagentes, da'pre 

paraçao e escolha das concentrações adequadas dos anticorpos utilizados 

e da habilidade do ensaiador. O presente trabalho trata, entao, da monta 

gem da técnica de radiolmunoensaio para a dosagem do hormônio de cresci

mento pelo duplo anticorpo. Por .outro lado, tomou-se extremo cuidado no 

sentido do método estudado apresentar resultados precisos e reproduti'^ 

veis, o que nao é tarefa fácil em se tratando do radiolmunoensaio. 



11« MATERIAL E MÉTODO 

Ao Material Biológico 

lo "Pool" de soro humano, obtido pela mistura de soro de pac! 

entes acromegãllcos do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina da 

Universidade de Sao Paulo e de soro d^ individuos normais na proporção 

de 1 para 6o 

2o Primeiro anticorpo, Acj, obtido da National Pituitary 

Agency, USA» 

3o Soro normal de cobaio, SNC, obtido através da Pentex Miles 

Laboratories Inco - Research Products Division, USA» 

4. Segundo anticorpo, Ac2, soro de coelhos imunizados com ga-

maglobulina de cobaioo O soro £oi obtido no Biotério da Faculdade de Me

dicina da Universidade de Sao Paulo» 

Bo Tratamento dispensado ao Material Biológico 

lo Obtenção do soro humano 

Foram puncionados individuos normais e 8 acromegãllcos e o san 

gue mantido ã temperatura ambiente até a retração do coagulo» O soro, a-

pos centrifugação, foi conservado em congelador até que se obtivesse quan 

tidade suficiente de material para as dosagens* Foram então preparados, 

apos descongelamento, o "pool" de soro de acromegãllcos e o "pool" de sS 

ro'de individuos normais» Uma vez obtidas ambas as misturas de soros,pre 

paitíiu-̂ iemistura contendo uma parte do "pool" de soro de indivíduos acro

megãllcos e 6 partes de "pool" de soros de indivíduos normais, obtendo-

-se assim o "pool" de soro humano a ser usado nos ensaios para a dosa

gem» 

Iste "pool" foi dividido em alíquotas de 5 ml e conservados 

no congelador e apenas descongelados no momento do uso» 
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2o Preparação do segundo anticorpo 

Dissolve-se gamablobullna de cobaio, adquirida da Pentex 

Miles Laboratories I n C o , USA, em tampão fosfato 0 , 1 M, pH 7 , 4 p na propor 

ção de 1 6 mg para 1 ml do tampão» Adiciona-se igual volume de adjuvante 

de Freund completo» Injeta-se 8 mg de gamaglobulina ( 1 ml da mistura) no 

subcutâneo do dorso de cada coelho adulto, semanalmente, durante 3 sema

nas» Depois, injeta-se doses de reforço de 4 mg ou seja, 0 , 5 ml de mistu 

ra, mensalmente» Apôs 3 meses do início da imunização, inicia-se a sanr 

grla dos animais, mensalmente, cerca de duas semanas apôs a ultima inje

ção da gamaglobulina de cobaio» 

Cada sangria fornece 5 0 ml de sangue, e o soro é separado a-

põs retração do coagulo e centrifugação» Depois de varias sangrias de a~ 

nimais produtores de sÔros considerados potentes como anticorpo, reunem" 

-se os soros-em um "pool", e alíquotas de 2 0 ml são estocadas no congela 

dor» 

Esse soro, contendo o segundo anticorpo, e usado sem diluição» 

Seu consumo e grande, sendo necessária manutenção de razoável quantidade 

de coelhos doadores para que sejam sangrados e imunizados regularmente» 

Co Método Analítico 

I o "Marcação" do hormônio de crescimento com ^^^I 

Para iodar o HC e obter produto de alta atividade específica, 

utilizaram-se os métodos de Hunter e Greenwood^^^^ e Greenwood e Hunter 

O A^^i é oxidado pela Cloramina T, na presença do HC, O ^^^I, car

regado positivamente, vai se ligar a tirosina do hormônio» A reação é 

sustada pela adição de MetabissulfIto de Na» 

1 » 1 - Soluções e substâncias químicas empregadas 

- -̂ ^̂ I - na forma de Na^^^l, com atividade específica superi

or a 1 0 0 mCi/ml, livre de carregador e livre de redutor, obtido da ISO -
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Serve Division of Cambridge Nuclear Corporation, 0 Ti^2 iodo radioa

tivo empregado é de 60 dias» 

- Tampão fosfato pH y^A, 0,2 M 

- Tampão veronal, pH 8s,6, 0,05 M 

- Tampão veronals pH 8 5 6 , 0,025 M 

- Tampão borato, pH 8,6, 0,05 M 

- Tampão borato, pH 8,6, 0,025 M 

- Veronal albúmina - tampão veronal pH 8^6, 0,025M, contendo 

albúmina humana na proporção de 2,5 mg/ml» 

- Albúmina humana, solução a 25% (Behring - Alemanha) 

- Hormônio de crescimento humano (National Pituitary Agency -

USA)o 1 mg de HC e dissolvida era 1 mi de HCl 0,005 N, e alíquotas de 0,1 

mi sao guardadas em congelador. 

- Cloramina T (Merk) - 2,65 mg/ml de tampão fosfato 0,2 M, pH 

7,4, 

- MetabissulfIto de Na (British Drug House) - 4 , 8 mg/ml de 

tampão fosfato 0,2 M, pH 7¡,49 

- Sephadex G 75 medio (Pharmacia Upsalla - Suécia). O Sepha-

dex e deixado entumecendo, durante 12 horas no mínimo, embebido em solu

ção tampão veronal 0,025 M, pH 85 ,6 , era geladeira. 

. - "Plasraa azul" - plasraa humano normal, com corante azul de 

bromofenol (Merk)^ para visualizar a fração ao passar pela coluna de se

phadex e, também, para impedir a adsorçao do hormônio nas paredes do ma

terial. 

- Carvão - Norit - grade A (Amend Drug and Chemical Co.). Sus 

pensão de 100 mg/ml de tampão veronal 0,025 M, pH 8 , 6 é conservado em ge 

ladeira. 

- Albúmina bovina fração V - po liofilizado - (Slgma Chemical 

Co . ) o 
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l o 2 - Técnica de Iodaçao 

A um tubo de ensaio de 1 , 2 cm por 7 , 5 cm, colocado çm suporte 

e na capela, adlclonam-se 2 0 yl de tampão fosfato pH 7 , 4 , 0 , 2 M. 

Adlcionam-se 2 Pl de ^^^I de alta atividade específica, com 

auxílio de micropipeta. 

Juntam-se 5 Pl de HC, solução 1 mg/ml, com micropipeta, borbu 

lhando dentro do tubo, com sopro, para misturar. 

Juntam-se, em seguida, 2 0 Ul de Cloramina T, também borbulhan 

do, com auxílio de micropipeta. 

Borbulham-se, logo a seguir, 2 0 yl de metabisulfito de sodio, 

com micropipeta. 

Adicionam-se 5 0 0 yl de "plasma asçul". 

1 . 3 - Técnica de purificação do HC^^^I 

Uma coluna de vidro, de 5 0 cm por 1 çm (por exemplo, uma bure 

ta de 5 0 cc), munida de lã de vidro na sua extremidade inferior, deve es 

tar previamente preparada, colocando-se o Sephadex G 7 5 médio, ja entume 

cido, tomando-se cuidados para não formar bolhas nem fases diversas. Dei 

xa-se erapacotar, evitando que o Sephadex seque na coluna. 

Coloca-se o hormônio iodado no topo da coluna e elui-se com 

veronal albúmina, coletando-se amostras de 0 , 5 ml a partir da fração a-

zul, em coletor automático (Arthur Thomas Co.). 

Inicialmente, é eluida a fração degradada que sai juntamente 

com a fração azul. Segue-^e o hormônio iodado e posteriormente sai o 

^•^^I, livre, que não se ligou ao hormônio. 

As amostras são levadas para o contador de radiação gama 

Tobor - (Nuclear Chicago Corporation), a fim de obter-se picos de elui-

ção cora as respectivas frações coletadas. Selecionam-se os tubos corres

pondentes ao pico do hormônio iodado e éstocamr-se no congelador. 

1 . 4 B ¿ Testes de pureza do HC ^^^I 
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l o 4 o l - Eletroforese 

Uma amostra do material Iodado antes de passar pelo sephadex, 

e, uma amostra da fração coletada apos purificação no sephadex (amostra 

correspondente ao pico do hormônio iodado) sao semeadas em tiras de pa

pel Whatman Í - 3 MM, de 3 , 5 cm por 3 2 cm. Corridas eletroforéticas de 

uma hora sao feitas em tampão fosfato pH 7 , 4 , 0 , 2 Mj empregando-se corren 

te de 2 mA por fita, a 2 5 0 volts» As tiras sao secadas, cortadas em ti

ras de 1 cm e a seguir, contadas em contador de cintilaçao para radiação 

gama (Nuclear Chicago Corporation)» 

No caso da primeira amostra, tem-se a idéia do rendimento da 

iodaçao, da quantidade de fração degradada e da quantidade de ̂ ^^I que 

não se uniu ao hormônio» Na segunda amostra, verifica-se a pureza do ma

terial obtidoo 

l o 4 » 2 - Adsorção em carvão 

ISma amostra do hormônio iodado antes da passagem pelo sepha

dex e' uma amostra da fração purificada sao tomadas separadamente em tu

bos de ensaio* Junta-se a cada amostras 0 , 1 ml de "plasma azul"; 2 , 4 ml 

de veronal albúmina; 1 ml de carvão» Agita-se rapidamente e centrlfuga-

-se durante 1 5 minutos a 1 0 0 0 rpm» 

O sobrenadante é separado do precipitado por decantação, e, 

ambos são contados no contador para radiação gama« Obtem-se, assim, a 

porcentagem do hormônio iodado que fica adsorvido ao carvão. 

1 . 4 . 3 - Teste da atividade específica do hormônio iodado 

O hormônio iodado deve ser diluido em tampão borato pH 8 , 6 , 

0 , 0 2 5 M, contendo 0 , 2 5 % de soro albúmina bovina fração V(SAB), de modo 

que se obtenha uma atividade suficientemente alta para o trabalho» Uma 

diluição tal que 5 0 vl dé entre 1 0 » 0 0 0 a 5 0 . 0 0 0 cpm é a ideal. O hormô

nio diluido é separado em tubos, em quantidades de 5 , 5 ml, mantidos em 
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congelador. Tal quantidade é suficiente para um ensaio de 100 tubos. Urna 

vez descongelado, aconselha-se nao utilizar o material para outro ensaio, 

devido ã degradação sofrida pelo hormônio quando congelado e descongela

do repetidamente. 

1.4.4 - Teste da precipitabilidade do hormônio iodado e esco

lha da diluição do primeiro anticorpo. 

Faz-se um ensaio previo, com o hormônio iodado e diluido, sem 

a presença de hormônio não radioativo, fazendo-o reagir com diferentes 

concentrações de anticorpo anti hormônio de crescimento. A precipitabili 

dade do hormônio iodado, isto é, com excesso de anticorpo, deve ser supe 

rior a 60% e o anticorpo deve ser diluido para uma concentração capaz de 

precipitar cerca de 25% da atividade total colocada. 

2. RadíoImunoensaio 

A dosagem do HC desenvolvida neste trabalho esta baseada no 

trabalho proposto por Morgan^^^^ e Pupo e Marreiro^^^\ Esquematicamente, 

o que se passa no ensaio ilustrado na (Fig.3), onde o complexo soluvel 

j^ür* - Aci formado e precipitadopela adição de A C 2 9 que e antigamaglobu-

llna de cobaio, produzido em coelhos. Por centrifugação e decantação, ob 

tem-se o complexo Hor* - Acj no precipitado. 

Para éste trabalho, foram realizados 8 ensaios consecutivos, 

doseando-se em cada ensaio 40 vezes o mesmo "pool" de soro humano. Para 

cada ensaio fez-se a dosagem dos padrões para se obter a respectiva cur

va padrão. O trabalho foi idealizado para montagem da técnica e estudo 

da precisão e reprodutibilidade do método. 

2.1 - Soluções e'substancias químicas empregadas 

- HC^^^I, obtido conforme descrição anterior, testado e dilui 

.do e mantido em congelador. 
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- HC puro para padrao - (National Pituitary Agency, USA), So

lução de 2 0 0 Pg/ml e estocada congelada para preparo de padrões, em alí

quotas de 0 , 1 mío Esta solução e preparada, juntando"se 2 0 0 yl de agua 

destilada a 1 mg de HC puro, e a seguir, 2 0 yl de HaOH, 1 N, Eleva-se o 

volume a "5 ml com tampão fosfato 0 , 0 5 M, pH 7 , 4 o 

Para preparar os padrões, toma-se 2 0 yl da solução de 2 0 0 

yg /ml j leva-se a 1 0 mi com tampão borato pH 8 , 6 , 0 , 0 5 M, contendo 0 , 25% 

de soro albúmina bovina e obtem-se padrao de 4 m p g / 0 , 1 mi» 

Desta solução, faz-se diluições sucessivas ao meio,com tampão 

borato com 0 ,25% de SAB para se obter as concentrações de: 2 myg/Ojl ml; 

1 myg/Oyl ml; 0 , 5 myg / 0 , 1 ml; 0 , 2 5 rayg/0,1 ml, 

- Tampão borato,'pH 8 , 6 , 0 , 0 2 5 

-'Tampão borato, pH 8 , 6 , 0 , 0 2 5 M, 

- Soro albúmina bovina, fração V (Sigma Chemical Co,,USA), 

- Tampão fosfato, 0 , 0 5 M, pH 7 , 4 o 

- Anticorpo anti hormônio de crescimento (National Pituitary 

Agency, USA)o 

Solução de I s 2 o 5 0 0 em tampão borato pH 8 , 6 , 0 , 0 5 M, contendo 

0 , ? 5 % de soro albúmina bovina, e guardada congelada em alíquotas de 0 , 3 

mío As diluições para as dosagens são efetuadas conforme as exigencias 

do ensaio previoo Em geral, diluições de l : 1 0 0 o 0 0 0 e 1 : 1 5 0 , 0 0 0 são as em 

pregadaso ' 

- Soro normal de cobaio (Pentex Miles Laboratories Inc, - Re

search Products División)» 

Um grama do produto e diluido a 20 mi em solução fisiologicao 

Dilui-se a seguir a 1 : 2 5 em tampão borato pH 8 , 6 , 0 , 0 2 5 M contendo 0 ,25% 

de SABo Alíquotas de 5 a 10 mi são estocadas no congelador» 

- Soro de coelho anti gamaflobulina de cobaio. 

Obtido no Bloterio da Faculdade de Medicina da Universidade 

de são Paulo, conforme descrição anterioro Isse anticorpo e usado em vo-

liuae que permita seguramente a precipitação maxima do complexo soluvel. 
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isto ãs excessoo Essa quantidade e determinada usando volumes crescen 

tes do soro de coelho no ensaio, fazendo reagir com hormônio radioativo, 

Aci - primeiro a n t i c o r p O o Verifica-se que a precipitabilidade do comple

xo vai aumentando até atingir um p l a t O o Toma-se,usualmente, um volume 

que se localize no plato, no caso estudado, foi de 150 Ul» 

- "Pool" de soro humano - conforme descrição no item Material 

Biológicoo 

2o2 - Técnica do ensaio 

As determinações foram realizadas em soro obtido a partir de 

sangue coagulado a temperatura ambiente, centrifugado e conservado conge 

lado até o momento do uso« Como o soro de indivíduos acromegãllcos contém 

hormônio em concentração elevada, foi feita uma diluição de ls6 com soro 

nórmalo 

A Figo 4 representa uma esquematização do processo empregados 

hormônio não marcado (padrao ou amostra desconhecida) é incubado junta

mente com hormônio radioativo e o anticorpo, por um período de 72 horas 

a 40C0 Depois sao adicionados o complemento, SNC, mais o segundo anticor 

poo Incuba-se por 24 horas a 4°Co Centrifuga-se, lava-se o precipitado, 

recentrifuga-se e conta-se o precipitado» 

Ê feito um protocolo para o ensaio, conforme Tabela I» 

Os tubos 1 e 2 deverão conter somente HC-^^^I» 

Os tubos 3 e 4 são para testar a precipitabilidade máxima do 

HC^^^I e conterão Aci em excesso» 

Os tubos 5 e 6 constituem o zero da curva padrão, isto é, não 

contém o hormônio nao marcado» ^ 

Os tubos 7 até 16 conterão padrÕes de HC, 100 yl da solução 

de 0,25 - 0^5 - 1^0 - 2,0 - 45O myg/0,1 ml, era duplicatas» 

Os tubos 17 em diante, conterão amostras a dosear, em duplica 

ta, 100 yl para cada tubo» 

A seqüência de adição dos reagentes e a seguinte: 
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^ Solução tampão borato 

Hormônio de Crescimento (padrão ou soro) 

Hormônio de Crescimento ^^^x 

soro de cobaio anti hormônio de crescimento 

incubar a A°C 

• 

por 72 horas 

• 

soro normal de cobaio 

soro de coelho anti g£ imaglobulina de cobaio 

incubar a A^C por 24 horas 

centrifugar a 2000 rpm, 30 minutos 

sobrenadante 

(decantar) 

precipitado 

juntar 0,5 ml de 

t. borato 

centrifugar a 

2000 rpm* 30 min, 

sobrenadante 

(decantar) 

precipitado 

(contar) 

FIGURA í\o Esquema peral do Radiolmunoensaio - Método do duplo anticorpo. 
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TABELA I'--

Radiolmunoensaio do Hormônio de Crescimento - protocolo do ensaio. 

TUBO 

N9 

Padrão 
ou. 

Amostra 

pl 

r,borato 
com 

0,5% SAB 

pl pl 

Aßi 

pl 

SNC 

pl 

Ac2 

pl 

Contagem Media 

1 

Resultado 

mpg/ml 

•1 - - 50 - - 77.426 
78.008 

<* 2 - - 50 - - - 78t591 
78.008 

<* 

3 - 450 50 
1:2500 

50 100 58.030 
59.258 

4 - 450 50 
100 

1:2500 
50 100 60.486 

59.258 

5 - 500 50 5Ü 
1:100000 

50 100 18,003 
18.103 

6 - 500 50 
50 

1:100000 
50 100 18,203 

18.103 

7 
100 

0.25mpg m 50 
50 

1:100000 
50 100 15^570 

15.671 
8 

100 
0,25muíí 

400 50 
50 

1:100000 
50 100 15,772 

15.671 

9 
100 

0,5 mu"g 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 13.408 
13.722 

10 
100 

0.5 mus 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 14.037 
13.722 

11 
100 

1,0 muß 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 10.141 
10.489 

12 
100 

l.Omiis 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 10.836 
10.489 

.13 
100 

2,0 muß 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 " 7.759 
7.467 

14 
100 

2,0 muß 
400 ?o 

50 
1:100000 

50 100 7.176 
7.467 

15 
100 

4,0 mus 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 5.287 
5.188 

16 
100 

4,0 mus 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 5.090 
5.188 

17 ̂  
100 

amostrai 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 5.779 
) 16,25 

18 
.100 

amostrai 
400 50 

50 
1:100000 

50 100 5.574 
) 16,25 

19 
. JOO 
amost:ra9 

400 50 
ao 

1:100000 
50 100 12.670 

C8-72~í 1 15,75 
20 

100 
amostra2 

400 50 
50 

1:100000 
50 100 12.076 

C8-72~í 1 15,75 

A quantidade de cada reagente e anotada, bem como os tubos com os respec

tivos conteúdos. Terminado o ensaio, anota-se a contagejn de cada amostra, 

a media das duplicatas, e o resultado das leituras são expressos em mpg/ml 

de soro. 
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- Tampão borato pH 8p6j 0 , 0 5 contendo 0 , 5 % de SAB, assim 

distribuidos3 4 5 0 yl nos tubos 3 e 4 ; 5 0 0 yl nos tubos 5 e 6; 4 0 0 yl nos 

tubos 7 em dianteo 

- Padrao nos respectivos tubos, 1 0 0 yl para cada tubo« 

- Amostras a dosear nos respectivos tubos, 1 0 0 yl para cada 

tubo o 

HC^^^I, 5 0 yl em todos os tubos, 

- Primeiro anticorpo Aci, em excesso, 5 0 yl da diluição 

l ; 2 o 5 0 0 , nos tubos 3 e 4 « 

- Primeiro anticorpo, Aci, 5 0 yl em diluição previamente esco 

Ihida, para todos os tubos, exceto os quatro primeiroso 

- Todos os tubos são incubados a 4°C, por 7 2 horas. 

- Soro normal de cobaio, 5 0 ylj ê juntado a todos os tubos,ex 

ceto 1 e 2 o 

- Segundo anticorpo, Ac2» no volume de 1 5 0 yl é juntado a to

dos os tubos, exceto 1 e 2 . 

- Todos os tubos são Incubados por mais 2 4 horas a 4^C. 

- Os tubos são centrifugados em centrífuga refrigerada a 4°C, 

durante 3 0 minutos, a 2 o 0 0 0 rpm, menos os tubos 1 e 2 . Separam-se sobre

nadante e um precipitado branco» 

- Os sobrenadantes são decantados, ficando os precipitados a-

derentes ao fundo dos tubos» 

- Os tubos são lavados com 0 , 5 ml de tampão borato pH 8 , 6 , 

0 , 0 5 M, contendo 0 , 5 % de SAB* Toma-se cuidado para fazer escorrer a so

lução pela parede toda do tuboo 

- Os tubos sao centrifugados novamente a 2 o 0 0 0 rpm, durante 

3 0 minutoso ' 

- O sobrenadante e desprezado por decantação, e os tubos com 

os precipitados sao contados em contador automático para radiações gama 

(Nuclear Chicago Corporation, USA)o 

jlgiaSj g foram medidos com microserlngas tipo Hamilton,com cursor» 
Padrões e amostras foram medidos com micropipetas» 
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2 o 3 - Calculo dos resultados 

A leitura dos padrões vai servir para a construção da curva 

padrao, onde, nas ordenadas, registram-se as contagens de Hor*-Acx e na 

abcissa, as concentrações correspondentes de HC utilizadas. 

Os desconhecidos, isto é, as amostras a dosear, sao lidos na 

curva padrão. 

2 . 4 - Analise estatística dos dados obtidos 

Como foram realizados 8 ensaios diferentes, calculou-se a mé

dia (x), o desvio padrão (s), o intervalo de confiança ao nível de 95% 

das 4 0 amostras de cada ensaio. Calculou-se o coeficiente de variação 

(cV), precisão ideal ou simplesmente precisão, ou seja, variação dentro 

do ensaio, das 4 0 amos&::̂ ,̂ s .foseadas cada vez. 

Como foram realizadas dosagens de 4 0 amostras em 8 ensaios dl 

ferentes, calculou-^e a média (x)» desvio padrão (s), o intervalo de con

fiança ao nível de 95% dentre os 8 ensaios realizados. Calculou-se o coe 

ficiente de variação (cV), precisão habitual ou reprodutibilidade que 

mede a variação dentre os*8 ensaios realizados. 

Calculou-se a média (S"), o desvio padrão (s), o intervalo de 

confiança ao nível de 9 5 % , da média dos tubos 1 e 2 nos 8 ensaios reali

zados para evidenciar a vantagem da dosagem em duplicatas. 

Os cálculos estatísticos obedeceram aos processos clássicos 
f 2 8 ^ 

eforam realizados em computador» 



.21. 

III. RESULTADOS 

1. Purífícaqao do hormônio de crescimento Iodado 

O hormônio de crescimento iodado foi purificado através da co 

luna de Sephadex G 75 médio. Frações de 0,5 ml foram coletadas e conta

das em contador automático para radiações gama. A Figura 5 mostra os pi

cos obtidos da elulçao do hormônio iodado. 

2.* Controle eletroforetico do hormonij) de crescimento iodado 

Uma amostra do hormônio de crescimento iodado purificado e u-

ma amostra do hormônio iodado sem purificar foram controladas poreletro-

forese em papel Whatman 3 MM. As tiras secadas e cortadas foram contadas 

em contador de cintilaçao para radiação gama. Conforme Figura 6, verifi

ca-se que na purificação elimina-se quase que totalmente a fração degra

dada e o iodo que não se ligou ao hormônio. Verifica-se, também que o 

rendimento da iodaçao foi de aproximadamente 70%. 

3. Teste, em carvão, da pureza do hormônio de crescimento iodado 

A Tabela II mostra os resultados obtidos com as amostras do 

hormônio iodado, antes e apos purificação pelo Sephadex, testadas por ad 

sorção em carvão. Verifica-se que antes de purificar, havia 69% de HC^^^, 

Apôs purificação, a pureza do hormônio passou para cerca de 95% no elua-

to nQ 8. 

4. Teste de precipitabilidade do homônio iodado. Escolha da diluição do 

primeiro anticorpo, Aci 

Um ensaio prévio com o hormônio iodado e diluído, na ausencia 
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do hormônio nao radioativo, fazendo-o reagir com diferentes diluições t̂-

anticorpo anti hormônio de crescimento^ mostra a Tabela IXI que a prec%> 

pitabilidade do hormônio iodado foi de 74^61%; a diluição do anticorpo 

ve ser de IslOO.OOO, cuja precipitabilidade foi de 23,25%» 

5<í Escolha do volume do segundo anticorpo^ Ac^ 

Verifica-se que a precipitabilidade de complexo Hor* - Âc^ 

vai aumentando conforme o .aumento do volume de Ac2 na reação^ de acordo 

com a Figura 7, ate atingir um platOo No caso em questão, verifica-se 

que o volume ideal de Ã C 2 é de 150 yl» 

60 Curvas padrão e calculo de amostras 

Utilizaramí-sep conforme referido em Material e Métodos, 5 di

luições diferente do padrão de hormônio de crescimento, obtendo-se 6 pon 

tos para a curva padrao que correspondem as O - 0,25 - 0,5 - 1 2 - 4 

milimlcrogramas de HC por 0,1 ml^ considerando-se, para cada ponto, a me 

dia das duplicatas realizadaso Nos 8 ensaios realizados, as curvas pa

drão foram bastantes semelhanteso A Figura 8 mostra uma dessas curvas, a 

do ensaio V, que é bastante representativa do traçado habitualmente obti 

doo 

Em cada ensaio, a concentração em HC de 40 amostras do "Pool" 

de soro humano foi calculada por leitura direta na respectiva curva pa*^ 

drãoo Verifica-se que o valor encontrado para o "pool" de soro emí 320 

dosagens variou de 12^25 m}ig/ml a 20,25 mpg/ml da amostra (Tabela IV)« 

7o Analise estatíatiça dos resultados obtidos 

7ol - Estudo da precisão e reprodutibilidade do método empre^ 

gado 

Nos 8 ensaios consecutivos efetuados,•doseaüdo 40 vezes o mfí^ 
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mo "pool" de soro humano em cada ensaio, obteve-se uma precisão que va-* 

riou de 7,37% a 10,93%, com precisão média de 8,9% (Tabela IV). A repro

dutibilidade, por sua vez, variou de 4,51% a 16,72%¡ com a reprodutibili 

dade média de 8,81% (Tabela IV). 

7.2 - Outros tratamentos estatísticos dos resultados das dosa 

gens 

Foram calculadas as médias (X"), desvios padrão (s), intervalo 

de confiança ao nível de 95% das leituras das dosagens. Os dados se acham 

expressos na Tabela IV, 

7.3 - Dosagem das amostras em duplicata 

Usando-se o recurso de se dosear em duplicata e considerando 

o resultado como sendo a media das duas dosagens, melhora-se a precisão 

habitual ou reprodutibilidade. Para tanto, calculou-se a precisão habi

tual ou reprodutibilidade dos tubos de série 1. O mesmo calculo foi fel-* 

to para os tubos de série 2* Calculou-se a média dos tubos 1 e 2 em cada 

ensaio e determinou-se o coeflÈiente de variação ou seja, a reprodutibi

lidade dessas médias. Pelos resultados expressos na Tabela V, verificam-

-se que os coeficientes de variação dos tubos 1 e dos tubos 2, nos 8 en

saios realizados, situam-se na faixa de 5 a 10% (8,55 e 6,46% respectiva 

mente). Se se considerarem duplicata de 1 e 2, e tirando-se a média dos 

dois valores, verifica-se que o coeficiente de variação é reduzida a 

3,15%. 
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FIGURA 5. Purificação de HC^25i pela coluna de Sephadex* O 

hormônio iodado é passado através da coluna de 50 cmx 1 cm, 

contendo sephadex G 75 médio entumecido em tampão veronal* 

A eluição é feita com tampão veronal albúmina, coletando 

frações de 0,5 ml que são contadas em contador para radia

ção geitla» Inicialmente e eluida a fração degradada; segue-

-se o hormônio Iodado e por ultimo a fração de ^^^I, 'que 

não' se ligou ao hormônio* 
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FIGURA 6« Controle do HC^^^I.'^antea eapõs purificação* 

Eletroforese em tampão fosfato pH 7,4, 0,2 M; papel 

Hhatman 3 MM; corrida de 1 hora e 250 volts, 2 mA/fita. 

As fitas são secadas e cortadas de cm em cm e contadas 

em contador automático para radiação gama» Coia a purifi

cação elimina-se a fração degradada e o ^^^X quo oao ee 

uniu CO hormonlo« 
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TABELA 1 1 

Teste de pureza do HC^^^I^ em carvão 

Antes de 

purificar 

Apos purificar 
Antes de 

purificar 
coleta 

7 

coleta 

8 

coleta 

9 

sobrenadante 7 o 1 5 3 cpm I o 9 3 1 cpm 2 o 3 7 0 cpm I o 1 2 1 cpm 

precipitado 1 4 o 3 3 1 cpm 2 0 o 9 1 5 cpm 5 1 o 8 9 0 cpm 3 8 o 1 8 9 cpm 

% 

precipitado 6 9 90 9 5 9 0 

Amostras, do hormônio iodado sem purificar e purificado foram testadas em 

carvãoo Tomou-se alCquoÇas das amostras, juntou-se 0 , 1 ml de plasma "azul"3 

2 , 4 ml de veronal albúmina, 1 ml de carvão. Agitou-se, centrifugou-se» So

brenadantes e precipitados foram contados em contador para radiação gama» O 

rendimento da iodaçao foi de 6 9 % . Depois de purificado, a coleta n9 8 e que 

apresenta maior pureza, de 95%o 
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TABELA IlJ 

Teste para escolha da diluição do anticorpo.. 

Tubo 

T.borato 
com 

0,5% SAB 

yl yl 

. volume(yl) 
Aci T^u ^ 

diluição 
SNC 

yl 

Ac 2 

yLr 

Contagem 

cpm 

Media 
% preci
pitação 

50 77.426 
78.294 

50 79.163 

450 50 
50 

lí2500 
50 150 58.030 

450 50 
50 

58,422 

1:2500 
50 150 58.814 

74,61 

450 50 
50 

1:75000 
50 150 22.435 

450 50 
50 

21.873 

1:75000 
50 150 21.511 

27,93 

450 50 
50 

1:100000 
50 150 18.103 

450 50 
50 18.210 

1:100000 
50 150 18.317 

23,25 

10 

450 50 
50 

1:100000 
50 150 14.763 

i 450 50 
50 

14.656 

Is 150000 
50 150 14.550 

18,71 

No ensaio previo para escolha da diluição de Ac^, para o hormônio ioda

do, junèa-se tampão borato, HC ^^^I e Aci, nas diluições indicadas. Dei 

xa-se reagir a 4°C por 72 horas. Junta-se a seguir, soro normal de co

baio e o Ac2, deixando reagir por mais 24 horas a 4°C. Centrifuga-se a 

2.000 rpm por 30 minutos, decanta-se,lava-se o precipitado com 0,5 ml 

de tampão borato e recentrifuga-se. Decanta-se e o precipitado e conta

do em contador automático para radiação gamS, A diluição de Acj a 

1:100000 foi a adequada. 
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8O0OO 
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lOOOO 

microlltros de soro de coelho ( A C2 ) 

FIGUHA 7« Escolha do volume do segundo anticorpo,Ac2o 

Quantidades crescentes de Ac2 são postas a reagir com 

50 yl do hormônio.iodado e 50 yl do anticorpo anti 

hormônio de crescimento diluído 1:100000« Conforme au 

^menta o Ac2p hã aumento de precipitabilidade de com» 

plexo Vlot*' ». Acx, áté'at'lngir um plato. O volume esco 

Ihido para o caso e de 150yl« . 
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FIGURA 8» Curva padrão e" leitura da amostra» As concentrações 

dos padrões do hormônio são registradas em abcissa ,e suas con 

tagens em ordenadas: zero - 20«057 cpm; 0,25 - 16.738 cpm; 

0,50 - 14.814 cpm; 1,0 - 10.750 cpm; 2,0 - 7.622 cpm; 

4^0»5«775 cpm. A contagem do precipitado da amostra é levada 

* ã curva padrao e sua concentração e lida diretamente: 8.519 

cpm « li,575 mpg/0,1 mi oú 15,75 mpg/ml. 
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Ensaie 

II n i VI VII VIII X-t2«3 cV 

22 15,?5 18,75 16,50 16,25 15,75 15,75 15,50 15,50 16 ,1$ 1 , 1 2 16,15^2,66 6,96 

23 16,75 15,75 17,75 17,50 17,50 15,75 14,25 15,50 16,34 1,23 16,34+2,91 ^í7,53 

24 15,00 17,00 16,75 15,25 14,75 17,25 18,75 16,75 16,43 l|35 i6,43±3,20 8,24 

25 18,25 15,50 15,25 16,75 18,00 14,75 17,75 16,0C 16,53 1,35 16,53^3,19 8,18 

26 15,00 15,50 15,00 16,75 17,75 15.25 17,75 16,00 16,12 1,15 16,12¿2,73 7,17 

27 M.oo 15,00 14,75 16,75 17,25 16,25 16,75 14,50 15,65 1,23 15,65^2,91 7.f 

28 15,75 16,00 17,75 14,00 16,75 16,75 17,50 18,00 16.56 1,30 i6,56i3,09 7,89 

29 17,00 18,25 17,25 16,75 13,75 14,50 16,00 15,00 16,06 1,53 16,06Í3,62 9,54 

30 18,25 15,00 16,50 15,50 16,50 14,75 13,75 17.50 15,96 1,49 15,96Í3,53 9,37 

31 15,25 16,25 14,75 15,75 16,75 16,00 17,75 15,00 15,93 0,98 15,93^2,33 6,20 

32 15,00 17,00 15,00 16,25 15,75 17,00 14,00 17,75 15,96 1,26 15,96-2,98 7,91 

33 15,00 16,25 17,25 17,25 16,50 16,50 15,75 16,00 16,31 0,75 I6,3lil ,78 4,61 

34 15,25 19,00 14,50 14,00 15,25 14,75 18,00 16,25 15,87 1,76 15,87^4,18 1 1 , 1 3 

35 16,75 14.75 18,75 17,50 16,70 15,75 17,50 17,75 16,93 1,24 16,93^2,94 7,35 

36 15,25 18,25 . 16,25 16.00 14,50 16,00 16,25 14,25 15,84 1,24 15,84Í2,94 7,86 

37 13,75 17,00 17,00 15,75 15,75 15,75 15,75 20 i 00 16,34 1,7a 16,34Í4,22 !.0,93 

• 38 14.00 16,00 17,25 15.00 15,00 19,00 18,00 15,75 16,25 1,69 l6,25±4,01 10,43 

39 15,55 16,25 15,75 16,25 16,70 17,50 17,75 14,75 16,31 0,99 I6,3li2,36 6,11 

40 16,00 15,75 15,50 18,00 17,00 16,25 16,00 17,75 16,5? 0,99 16,53^2,22 6,68 

16,23 16,20 16,33 16,18 16,25 16,12 16,18 15,96 

1,32 1,72 1,20 1,29 1,44 1,23 1,76 1,59 

l6,23t 
; 2,68 

i6,20i 
3,47 

i6,35t 
2,43 

16,181 
2;6r 

16,25+ 
2,92 

I6 ,l2i 
2,50 

16,18± 
3,57 

15,963 
3,22 

X = media 

a <̂  -desvio padrão 

I i t,a « intervalo de confiança 
ao nível, de t =» 5^ 
t, crítico » 2,023(39 gráua ds 

liberdade) 
to crítico = 2,365(7 graus de 

^ literdade) 
cV o coeficiente de variação 

Valores encontrados para dosagem de um "pool" de soro,em 8 ensaios çonseoutlvoq (I,II,,,VIII),rep6lindo-3e a ̂  
determinação 40 vezes em cada ensaio (1,2,3,,.,,40), Os valores são expreagoa em milimlcrogramaa por ml de soro. 

oV,. 8,X7 10,60 7,37 8.00 8,90 7,66 10,93 9,97 
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IV. - DISCUSSÃO 

A técnica de dosagem do hormônio de crescimento por radiolmuno

ensaio é j por certo j extremamente elaborada , ja''que requer correto a -

destramento era todos os seus detalhes , incluindo preparo dos reagentes , 

escolha das diluições do anticorpo, conveniente execução técnica dos di

versos passos do ensaio , manuseio de micropipetas e microserlngas. Todos 

esses fatores influem de modo direto na precisão e reprodutibilidade do 

método. 

A técnica do radiolmunoensaio foi desenvolvida em base a ioda -

cao do HC , purificação do mesmo por filtração em gel de Sephadex G 75 me

dio. Esse material foi controlado eletroforéticamente e por adsorçao em 

carvao ¡, as segur ando-se assim o uso de um hormônio radioativo com pureza 

de cerca de 95%, 

Um ensaio previo utilizando o hormônio Iodado , purificado e 

diluido , forneceu o estabelecimento das diluições adequadas dos dois an

ticorpos ( anticorpo anti hormônio de crescimento e anticorpo anti gamaglo 

bullna de cobaio ) a serem utilizados nos ensaios. 

As provas radioimunologicas levadas a efeito , com utilização 

de duplo anticorpo , hormônio iodado , padrões de HC e amostras , permiti

ram a construção de curvas padrão , bem como o calculo de concentração nas 

diferentes amostras doseadas. Forneceu , assim , a concentração de HC nas 

320 amostras em 8 ensaios realizados , verificando-se que houve uma varia

ção de 12j25 mjjg/ml a 20,25ymyg/ml no " pool " de soro humano doseado. 

Verificou-se que a variação para a precisão do método foi de 

7,37% a 10,39%, enquanto que a variação para a sua reprodutibilidade foi 

de 4,64% a 16,72%. 

Por outro lado, o critério de se usar média de duplicatas redu

ziu sensivelmente o coeficiente de variação entre os 8 ensaios realizados, 

melhorandps assim , a reprodutibilidade do método, ajustando - a para fai-
^ ^ 

xa considerada otiraa em dosagens bioquímicas. Considera-se precisão exce -

lente quando o coeficiente de variação e menor do que 5% ; boa quando en » 

tre 5 a 10% ; regalar ou mã quando superior a esses resultados. 
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V. - CONCLUSÕES 

1« O método de dosagem de hormônio de crescimento pelo duplo 

anticorpo , técnica radloimunologica , representara importante subsidio 

para estudos e pesquisas endocrinolõgicas e metabolicas. 

2. O. método apresenta uma precisão média de 8,95% e uma re -

produtibilidade média de 8,81%. 

3 3 o E conveniente o uso de dosagem em duplicata , pois , tal 

recurso permite o aprimoramento da precisão .do método. 
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VI, - SUMARIO 

Foi desenvolvido o método de dosagem do hormônio de cresci -

mento pelo radiolmunoensaio , usando duplo anticorpo • Apos conveniente 

adestramento e familiarização com o método , em seus diversos aspectos, 

tais como preparo e escolha dos reagentes, rigor na execução técnica do 

ensaio , realizou-se a avaliação de sua precisão e reprodutibilidade. 

Tal estudo compreendeu a dosagem de um " pool " de soro hu

mano em 8 ensaios consecutivos , tendo sido feitas 40 dosagens em c^da 

ensaio• 

A precisão média foi de 8.95% ( variando de 7,37% a 10,93%). 

A reprodutibilidade média foi de 8,81% ( variando de 4,61% a 16,72% ) . 

Evidencia-se que o recurso de se considerar o resultadp co ~ 

mo sendo a média de dosagens em duplicata , melhora a reprodutibilidade 

do ensaio. 
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