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CAPITUID I

Adams & col. (1) verificaram que a administragao de

tirectrofina as ecbaias que haviam regebido previements 131

1 para a mar
cagdc "in vivo" dos compostos iodados tireoidlanos, resulton em incre-
mento de atividade rafiinisotﬁpica sanguinea d8sses animais. Nessas ex
perié'u'l:::ias os animais receblam tiroxina para inibir a secrecdo endogena
de tireotrofina, Pesteriormente, fol verificado que, ao administrar s
ro de paciente com hipertiresidisms (2}, a tireSide dos animals exa es-

timlada por um agente sérico que provocava resposta diferente quando

Trzbalbo realizado no Departamento de Radiobiologla
do Instituto de Energia Atémica. -

Mhraviaturas: TSH - tireotrofina bovina, IATE - es
timilador tireoidiano da acio prolongada, PRI - iddo ligado d protefna,
FH: — fitohemaglutinina, IgG - immoglobuline G, T, - triiodetiranina,
L-T, - Ltetraiodotironina ou tirvowina, mlf mililnd . Rl—%da con
taggm radioativa de 3 horas em relacdo quela de 2zero hora, chtidas em
- 0,1 ml do sanque do cammdongo, - % da contagem radicativa de 18 ho
ras em relacio dguela de 3 horas dbtidar em 0,1 ml do sangue do cammdn
_go, - contagem radicativa de 18 horas em relagio &yuela de zexo ho

ra cb em 0,1 ml do sanque do cammdongs,



comparada a estimulacio pelo TSH.

0 plasma ativo induzia um prolongemento marcante na
resposta do andmal teste que se estendia a 16 on mais horas guando medi
da pela radicatividade sanquinea. -

Os referidos autores (3), ao adiclonarem - TSH no =5
ro de paclenta que apresentava essa ancrmalidade na resposta, verifica
ram que os dols componentes aglam independentemente.  Tsso sugeriu  que
o soro continha una forma ancrmal de TSH. Bsse material era encontrade
stmente em pacientes com tirectoxicose e fol relacionada 3 concomitante
existéncia de exoftalmia .

Modificando a téondca de Adams e col. {2) McKenzie
{35) usou para oz estudos, cammdongos préviamente injetados com L
e chtave respdstas sanquineas méximas duas horas apds a . afministragio
de ti.reu;:rnfina. o afmindstrar ans camundongos pretratados de modo
idgntico, stros de paclentes tirsotowicos e medindo a radicatividade &s
sangues 2, 12 e 24 horas apbs, obtave como resposta um  retardamento 5e
melhante an deseritn por Mdams e enl. (2). A &ssa fator existente ncs
astros de tals pacientes MeKenzie {3%) deu o nome de “ativador tireoi-

dizno". .

BpOs a comprovagao da exlstEncia désss estimulador
anormal da tirebide, diversas pesquisas t&m sido feitas segquinde ou mo
‘dificando o ensaio bicldgico de McHenzie (36). VArios outros newes fo
ram dados a essa substineia, tals como fator tireoidlano sérico, ativa
dor da tiredide, estimilador ancrmal da tiredide.



Posteriomente, no 42 Congresso Internacional de
BEcic realizado em 1960 em Londres esbe estimulader recebeu o nome de
"Estimulador Tirecidlanc de Agao Prolongada" (long-Acting Thyroid Stim

lator cu sinplesmente LATS) .

A estimulacao da tireGide por éste fator fol confir
mada por experignclas que demonstraram que a injegdo de s0ro de  pacien
ta que oontinha IATS, produzia vm aumento de PBB]'I, da captagao de
13Y] pela tiredide e da altura da cSlula acinar da tiredide do camn -
donge (37).

Foi estabelecido subsegqlientemente que o material 21
berado pela glindula do camzmulonge scb a agdo da tivectrofina ou LATS ,
era, de medo predouinante, tiroxina, Cutras pequenas fragoes contendo
respectivamente icdeto, trilodotironina e tirosinas lodadas {44, 53) pu
deram ser tenbém identificadas.

2dams e col. (4) estudaram o tempo de permansnciado
IATS no sangus clrculante do rato e verificaram oue possuia mela - vida
blologica de 7,5 horas, o que contrastava oom a meia-vida biologica de

TSH cuja atividads caia a wencs de 5%, 1 hora apds a sua administracan,

Esses resultados foram confirmados por McKenzie(39)
ao injetar par via intravenosa sdro de paclente com hipertirecidismo em
camndengos e colhendo amostras sanquineas a diversos intervalcs da
“tenpo, Fol verificadas que a resposta se prolongava além de 8 horas g0
administracan do stro, corroborando a id8ia de que o IATS seria uma en
tidade distinta do TSH.



A distribuicac de IATS entre as proteinas fol estu
dada por concentragao de sdre em ultrafiltracic e eletroforese em bloco
de amido (39}. B atividade de LATS mostrou estar distribuida quase gque
proporciomalments nas fragoes a , B e ¥y glcbulinas, porém cam
mals atividade nesta iitima. Essa distribuigac & diversa daguela apre
sentada pelo TSH proveniente de pacientes mixedematosos. Hestes, toda
a atividade mostrou estar concentrada na v globulina.

) ©

A hipctese de gue a resposta tardia apresentada pa
lc sGro de hipertireoidianos pudesse ser devida a wma fragac do TSH 1L
gada a protelnas sericas e likerada tardiamente para a sua agio  sdhre
a tireSide foi afastada, quandc se demonstrou (38) que anti-sro antl
TSH nao tinha agan sSbre a atividade de LAI'S e que TSH padraoc adiciana-
do a siro e ensaladcs em cammdongos continuavam a produzir uma respos
ta precoxe, Bsse fato ndo afastou, porém, a possibilidade do LATS ser

uma, forma alterada de TSH.

Cutra diferenca de conportamento entre eésses dois
fatores & a resposta dos mesmos & temperatura” (34) . Assim, o LATS &
mrito afetado por altas temperaturas sende cque o scu aquecimento a 70°%C
por 10 minutos reduz a sua atividade a 2% do valor inicial, enguanto e

nas mesmas condicoes o TSH € afetado em apenas 45% da sua poténcla,

Mpegar de 3er aparente que o LATS se distribuia en
tre as varias espécies de proteinas sdricas quando fracicnado por ele
- troforese ou cramatografia, a sua concentracdo, como ja fol assinalado,
predauinava no componente da vy globulina (39). A associagap de IATS

“com oa T. globulina fol mals claramente ewvidenciada por método de  gel



filtragao em Sephadex (40) e precipitacac em etanol a fric (6). Por ey
ta témica o LATS nap sGmente era encontrado com a vy glokbulina  coome

também pecuperads quantitativamente separado do TSH.

Plasmas de paclentes com doenca de Graves oantendo
IATS foram ensaiados por McKenzie (40) gque obteve 3 fragbes protéicss por
gel-filtragac em Sephadex G-200 (26, 47). A atividade do IATS era oom
pletamente recuperada na segunda fragap protéica, A hidrdlise cam apan
creatina e refiltragdo desta fragao em gel de Sephadex -G-25, mostroy
quz © LATS estava assoclade a varias subfragoes sendo porém a sua ativi
 dade mais evidente na protelna 785.

ddams e ool. {h} estabeleceram que o LATS podia ser
recuperaic do soro com a Immnoglobaling G(XgG) e a sua atividade ndo po
dia dela ser dissociada.

A fatha de V‘Er_ias tentativas para separar a ativida
de do LATS do IgG lewveou "McXenzie (40} a sugerly que a atividade pode
ria ger inerente 3 propriedade especifica da mplécula de «yF% globulina,

Meck e col. {47) foram os primelros a obterem prepara
¢oes de Y globulina-IATS eletroforéticamente puras, Trataram sdros de
pacientes hipertirecidiancs com (NH,),50, (16, 26, 4?} =) SEpArAram
as diversas fracoes em colunz de dietilaminoetil-celulose (16, 47). A
fragac ativa foi eletroforéticanente identificada oumo 7 S ¥ globulina.
‘Quando esta vy globulina tinha a sua cadela peptidica fracionada, a
duragao de resposta apresentada pela sua administracio ao cammdange exa
de menor magnitude, indicando a necessidade de globulina intacta para

L



a atlyldade de IATS (20, 21, 42, 47).

1 h associacao da atividade do IATS coma 78 vy glchu
lina foi confirmada por Kriss e col, (26} usando a técnica de ultra cen
trifugacac em gradiente de sacarose, immnceletroforese, immnoflucrescén
cia, dupla difusdo em agar pelo métode de Cuchterloni e incubacas oo
antl-s0ro anti-proteina 7s.

Nos métodos que foram descritos para a avaliagio da
atividade de IATS o volume de sOro & ser analisado & limintado a 0,5 ml
devido a seus efeitos nocivos sObre a preparacao bioldgica. Isto parg
ce limitar o encontro de IATS positivo em pacientes partadores de deoen

ra de Craves,

Mais recentemente foram descritos diversoes processos
para concentrar e purificar as amostras a screm ensaiadas, Assim Miyal
e col. {48} por mi;_:' da separacao em [EAE-Sephadex, neutralizages ccm
anti-stros e purificagoes em carboxi-metil-celulose do soro teste, con-
seguir@ concentrar de 30 a 37 vézes a atividade de LATS, IDurante esse
processamento 08 antores cbtiveram sete fragfes. A atividade especifl
ca de LATS era relativamente malcr nas frages de eluicoes mais curtas
na coluna de carboidl-metil-celulose (fragdes IV a VII) e se relacionava
d atividade de v glcbulina quando ensalada por imanceletroforese.

Dorrington e col. (19) concentraram 10 vezes a ati
vidade sérica de LATS por mele de precipitacgao em iNH4l 2504, dialises
sucessivas com tampao de fosfato e purificagio em Sephadex DERE-celulo-

5.



Diversas tentativas, sem resultados positivoes,foram
reallizadazs afim de dissociar a atividade de IATS da atlvidade do IgG
usando tecnicas de cisao de diferentes tipos de ligagoes nio covalentes.
Isto levow & suposicdo de que o LATS tivesse uma fungdo de anticorpo.

Dorrington e col. (21) mostraram que as preparagoes
de microssama da tirebide eram eficientes na remocio de IATS existente
em uma selucdo. O microssoma era homogenizado em tampao de sacarose-ci
trato-fosfato e a gque sedimentava a 105,000 x ¢ na ultra centrifugagao,
presudvelnente, reticule endeplasmatics, tinha capacidade de ligar o
1ATS, Este fato nao era verificado guando a preparagao de  microssama

era colocada em contacto com o TSH.

El Kabir (22} féz uma série de estudos e verifioou
que o LATS -aparentava ser absorvido peles horogenizades de tecldos do
figadd, rim, wisculo-e mucosa gastrica, os cuais levavam a uma perdapar
clal da atividade do estimulador. A adigdo de quantidade crescente do
homogenizado de tiredide resultou na aboligio da atividade do LATS. Nio
foram feitas tentativas para estshelecer se o efeito disses tecidos 50

bre o estimilador nao era devido d degradagao enzimatica do IgG.

A abscrgap do LATS por outros tecidos {21) que nac
o-tireoidiano, sch o ponto de vista de reacac immologica, poderiz ser
devida a um autc—antigeno hipotético compartilhade por viries tecides.

A adsorgan de LATS por microssoma de tiredide e a
_ sua posterlor eluigan cam o tampas aclde (22), resultou na obtengie da
. quele ativador em alto grau de afinidade e especificldade para os  mi



crossanas tireoidiancs. O mecanisme 1dgioo no casc seria a de neutra
lizagio especifica do IATS por alguns componentes da fragas  miorosso
mial da tiredide.

Se o IATS &€ um anticorpo para um componenta da €1
reEidek, entdo a adsorgdo pelo antigenc especifioco oom conseqilente elui
a0 deveria resultar em malor purificacic do material. Z2sse método,
entretanto, & de resultade relativeo, Ji que =0 pequena parte do estim

lador & recuperads do provavel conplexo antigeno-anticorpo.

Baseados nas evidéncias de que o estimilador & uma
h:[|=;;|G4r diversos autores investigaram a possibilidade de sua sintese "in
vitro" pelos linfocitos (41, 42) A que os linfdcitos circulantes tam
participagdo ativa no fendmeno lmunologles que ocorre nas reagoes liga
das i hipersensibilidade. Assim Bach (7) em 1963 estudou os  linféel
tos do sangue de paciente com doenca de Graves afim de investigar  a
possibilidade da fitchemaglutinina (FHG) estimlar a sintede de IATS
(24, 7 ). MacKenzie (41) trabalhando com cultura de linfocitos do san
gua incubados conjuntamente oom FHG conseguin demonstrar a  atividade
do LATS nas células provenientes de pacientes portadores de doenca de
Graves. As ewperifneias eram negativas quando ao meio de cultura nSo
se adicionava FEG ou quando se trabalhava com homogenizade celular. O
MESTO autor (44} demeonstron nestas culturas a incorporacic, enbora pe

14(‘. em vy globulina tipo IgG.

quena, de amino acidos marcados com
Felhor caracterizacao da atividade de LATS do meio
de cultura caro IgG foi formecida pelos trabalhos de Miyal e col. (49}

utlilizando o fracionamente protéice em gel-Sephadex e neutralizar;?an da



atividade com anti-soro anti - v = globulina. Apesar das respostas ob
tidas no cammndongo pela administracio do Mquics de cultura serem :Me
pequena magnitude, elas eram estatisticamente significantes.

Desde que & sabldo que existe wna especializagio en
tre as células para a producao de anticorpos (16, 23, 52}, seria de se
supor que respostas de maior magnitude poderian; ser obtldas desde que
fossem usados linfdcitos provenlentes de estruturas especilalizadas para
ésse fim, tals cam os linfocitos [16) assoclados & tiredide, Malor res
posta linfocitiria “in vitre" poderia também ser cbtida pela utiliza
cao de antIgeno especifico (16) para a produgas de IATS. Tal antigeno,

entretants, nao & canhecido.

Tentativas para a caracterizagio do aptigeno  t&m
5ido feitas, exbora em pequeno nimero., MoKenzie (44) obteve resposta
estimiladora da tiredlde de cammdongos utilizando sdros e ccelhas prd
viamente Lmunizados Gom homogenizado total da tireSide e coma sua fra
cac microssomal (16). A resposta era mais evidente gquando se utilizava
a primeira preparacao. HNessas experléncias utilizou-ge comn  cuntrile,
microsscmas de figado para ¢8 quais ¢ coelho nao produzia resposta de
LATS (54), Os animais, no entanto, nac apresentarsm hipertireoldisme
pelos pardmetres utilizados pelo autor, apesar de esdbir incremento na
sua i:ademia Protéica nao relacionada, aparentemente, a administracao do
hemogenizado tireoidiano.

A possibllidade do LATS ser um anticorpo antitireol
dianc, hipStese que poderia surgir derivada da experigncla acima clta-
da, & rejeitada 4 que em individucs com elevados titulos de  anticorpo

E ECATRETE S WlRdde, A TS A
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antitirecide como &, por exemplo, o casc de portadores da doenga de
Hashimote (44) ndc tem sido domonstrada atividade de LATS. Por outro
Izdo individucs com altos niveis de IATS podem naoc apresentar  anticor

pos antitireoglobulina cuandn analisados pelas t8onicas usuals.

0 conceito de que o IATS & um anticorpo contra al
gms comonentes tireoidiancs nao fol mfirrraﬁr:a pelos trabalhos de Bur
ke (15) que demonstrou a ausencia da positividade de diversas  reagGes
caracteristicas do fenfmenos immnolSgicos utilizando sSros LATS-positi-
vos. Nesse mesmo trabalho, o autor fornece certos indicios da  exdistén

cia- de fatores sericos inibidores da atividade de LATS.

Em virtuds das dificuldades de caracterizacan de
LATS como anticorpo, o que permitiria localizar spva fonte de  producao
ao nivel do sistema linfoplasmaeitirio, até o momento nio se consequiu
descebrir o local de.sua formagdo ou sintese no organismo. Muitos auto
Tes promram amluir._-::: elxo hipotAlamo-hipofiseo-tireoidiano como siste
ma formader de LATS. BAssim, varics pacientes portadores de doenca de
CGraves hipofisectamizados terapsuticamente, apresentavam IATS circulan-
tes, Wermer e ool. {57} e Becker e col. (10, 11) verificaram que  essa
conduta terapéutica aplicada em alquns casos de doenga de Graves nio le
vavam o paciente ao estado de hipctirecldismn como seris de so esperar.
A administracdo a cammdongos de extratos hipofisarios cbtides pela ne
crépsia de pacientes com doenga de Grawves com LATS {29, 39) circulante
nao davam respostas tardias satisfat&riz;s, irdicando a auséncia désse
- fator no material testado.

Adams e col. (5} compararam os resultades dos  en
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salos bloldgicos em cammdongos hipofisectomizados & intactes aos quails
tinham sido administrados sOros LATS-positivo (50). As experiéncias de
ronstraram que a acio do IATS era evidente nos cammdongos hipoflsecto-
mizades, excluindo a possibilidade de que €le seja um fator derivado do
hipotalams, responsivel pela literacan de TSH da pituitaria.

Proposito do Trabalho

r O presente trabalho teve coimo chjetivo sssencial a
montagem da metodologia para a estimativa da atlvidade do LATS em porta
dores de doenca de Graves, tendo em vista a necessidade da introducdo -
de um mbtodo de pesquisa de corto interfsse para o nosse medo, Entretm
to, uma vez padronizado o metodn, - como sera visto nos proximos tSpicos,
surgiram dividas na avaliag@o dos niveis de positividade das respostas |
aue deveriam ser indicativas da existéncla de IATS nes stros ensaiados.

Assim em resumo éste trakalho se propde :

1. Padronizacio da metodologia para a  estimativa

do LATS no sdro de pacientes cam doenca de Gra

2, Estwdo dos nlvels de resposta para os quais se
pode considerar comp estatisticaments provavel

a prasenca do LATS nos ensalos realizados.



carTMUIO IT

Material

- usfmfnmadeﬂai - Parwerke Hoechst Ag - Radioche
{}nisches Labor Alemanha - atividade de 3 a Smot /ml,

= [~3~3'«Betriiodotiranina - Iaboratdrio Calbiochem
Ios Angeles - Califrmia.

- Horwonio tirectrofice de origem bovina - Anbinon-

Laboratfrio Crgancn - 530 Paulo.

- Heparina ~ Iaboratdrio Roche — 53n Paulo,

- hnberlite - TRA 410 - Laboratorio Qeel ~ Sag Pauvlo,

- Cloreto de Sodioc - pro ane'ilise_.-.
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Material Bioldgico

Avalicu-ge a atividade do LATS em 42 stres proveni
* - -
entes de 40 pacientes () portadores de bocio difuse toxico acompanha
do da exnftalmia nao maligna.

O sangue déstes pacientes foram colhidos por pungic
da vela antero-cubital, Bpds a retracio do coiqule separou-se O  SOro
que fol mantide em congelador a temperatura de ~20°C atd a sua utiliza-

A,

(*) 0Os sbros dSstes pacientes nos foram cedidos pa

ra estudo pelo Departamento de Clinlca Madica

do Hospital das ClInicas da Universidade de Sao Paulo {Sexrvigo do Prof,

A.B, de Ulhda Cintra) e pelo Instituto de Endocrinologia e Doengas Meta
nolicas de 830 Panlo,



Metodologia

0 procedimento para a deteccac da presenga de  IATS
no soro de pacientes com doencas de CGraves foi feito seguindo o método
de ensaio bioldqico em cammdongo descrito por MoKenzie (35) e modifica
do par Furth (25), |

Utilizaramse capundengos femeas de raga Swiss, cria
dos no biotéric do Instituto de Energia Atomica, pesande entre 18 a 23
g, o5 quals foram colocades em gaiclas e mantides sch aquecimento  com
ura lampada de 100 watts. Em algumas experiéncdias foram utilizados ca
mmdongos machos afim de compara-los na eficiencia de suas respostas.
Os animais receberam, nos 10 dias que antecederam ao ensajo, dleta po
bre em 150 (dieta de Remington'e Squa desiodizada por destilacio e per
colacdo em anberlite TRA-410). Passado ésse periodo de 10 dlas foram
adninistrados a cada animal por via subcutdnea 16 a 17 yCide “2°T dilul
do em 0,25 ml de solucio fisiologlca. Com &sse procedimento visou - se
a m.arcagﬁn "in vivo" dos compostos lodados intratirecidiancs. Conoomi
tantomente, administrov-se 0,2 yg de triiodotironina l‘.T3] dissolvido
em 0,2 ml de solucio fisiolGgica afim de suprimir a secrecao enddgena
do TSH. Novas doses de T, foram administradas nas 24 e 44 horas #pos

a primeira dose para assequrar a continuidade da supress3o enddgena.

Os animais foram numerados para a sua identificacéo
posterior e distribuidos em lotes de 6 a 10 exemplares para cada mate

rial a ser analisadg,

1251

Ppds 48 horas da administracio de ratirou-se
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por pungic do  "sinus" retro-orbital do camundongo uma primeira amostra
de 100 yl de sangue oom tubo capilar heparinizado, cuja contagem radio
isobfpica serviu camo referéncla para as modificagoes que poderiam  ad

vir da administragfio dag substancias a serem testadas. Essa  contagem
serd referida aqul camo “ampstra de zero hora”.

Felta a primedra sangria injetnu—se. para cada camin
dango de un mesmo lote por via intra peritoneal 0,5 ml Qe suhatancia a
ser analisada.

Bn cada experiencia em que foram ensaiados os sOros,

\
incluiramse, paralelamente, 2 gqrupes contrbles : em um.déles os ani
mels receberam 0,5 ml de solugdo fisioldgica e no outro 0,8 U de  TSH

padrac, cuja solugac fisiologica era preparada antes de cada ensaio,

Tres e 18 horas apods a administracas, novas  amos—

tras de sangue fnran:L retiradas, pelo mesmo processc acima descrito.

Cada amostra de 100 ul de sangue era colocada  em
tuke de ensaic e p'capilar era lavado por 4 vézes,

A radicatividade sangiinea fol contada em perdodos
de 10 minutos para cada ampstra am aspectrometro-automatico de cintilo
grafia munido de cristal de Nal {TL) tipo pogo.

0s animais permaneceram em dieta até o final da ex
perigncia, sendo em sequida sacrificados,

A5 variagoes da radioatividade cbservadas nas amos
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tras sanguineas foram, wma vez deduzidss as respostas contrdles obtidas

pela injecao de sdro fisicldgico, expressadas em :

1. Aunento porcentual da radicatividade nas amos

tras da 3 e 18 horas em relagao ao valor  ini-

cial. Considsvaram, aprioristicamente, oom base nos dados da literatu

ra, ooun positivos, os ensalos cujas contagens chservadas as 18 horas
em relagao & contagem de zerobhiras: foram lgquals ou maiores que 150 %.

2. Incremento estatisticamente significantes do ni
mero de contagens obtidos 3¢ 18 horas em rela
unﬁqmmlasdezeroeBhoras{testetdeSttMt].l .

Comp cada animal serviu oo seu .pzﬁprio contrdla

aplicaram-se, para verificacin do grau de significincla as formulas:

S{d-d) _
nin-1)

i

o
Il
h ‘ﬂn!

Consideraranmse oomo positives os ensaios cfjos in

" crementos de radioatividade do sangue dos cammndongos observados nas ams
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tras cbtidas Zs 18 horas apde a administracds da substincia a ser tes-

tada foram significantes a nivel & p< 0,05,

Estas duas formas de evpressar a posltividade do

LATS no s0ro serap oomparadas e discutidas.
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cheITUrD TIT

RESULTANOS

l. Comparacac das respostas & administracap de TSH expgeng  obtidas em

cammdengos machos e fameas,

‘.lk Eim de se veprificar a possibilidade de serem uti
lizados de modo indiscriminado cammdongos de ambos o8 sexns, foram fel
tas algqumas ewperidncias preliminares administrando 0,2 e ©,8 mU de TSH
a avaliando~se a resposta dos animais,

Varifica-se pela Tabala 1 que os animais machos, am
Iredia, e praticamente nos cases individualizades, deixaram de responder
ao estimulo do homirio trofico,de acdrdo com o critéric  metodolSgico
adotado (vide pagina 17 Item 1). Contrastando com ésse efeito, as  f£2
. meas mogtraram-se mals sensivels ao TSH, respondendo em r2dla a nivel
~de 179,5%.
As conclusoes podem advir do exame da Tekela 2 cnde
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s3o mostrados os resultados obtidos em 3 ewperiénclas com animais  ma
chos @ em 9 experiéncias can fémeas, injetados com 0,8 mlf de tireotrwofi
na. Verifica-se que os machos respanderam em média a nivel de 245,6 %
comtra 338,0 % das fémeas, HBssas experiléncias preliminares, embora os
resultados nan possam ser censidarados oo definitivos devido ao  bal
:-;:: nimero de ensaios realizados, levaram 3 utillzagfo em tGdas as expe~

rifncias posteriores, sdmente de animals fémeas,

Tabela I - Resultados obtidcs pela administragac de 0,2 ml de TSH

-
Bovino.
EHPEigENCI& MACHOS FEMEAS
1 1,3 209,2
2 106,7 202,5
3 84,6 27,0
madia 87,4 179,5

* Utilizaram-se lotes de 10 camndongos femeas e ma
chos, Cada valor expresso na tabela representa o porcentval do valor
inicial da radicatividads sanguinea dos camundongos. A solugdc de TSH
fol administrada intraperitonealments o colhev—sge sancue (100 ul) do
veio retro-orbital dos animais antes da administragao do hormonio txSfi
co (zaro hora) e trés horas apbs. (ontagem em 10 minutes para cada
amcstra,
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Tabela II = Resultados cbtidos pela administracao de 0,8 milf de TSH
I:m:ﬂa':l.':'u::u1]IF
MRACHOS FEMEAS
EYPERTENCTIA .
ne
R Ry R Ry
1 424,9 183,8 510,5 153,13
2 132,9 42,9 250,1 127,5
3 175,1 66,0 280,1 1559,3
4 238,3 116,3
5 351, 3 151,1
& 466,3 189,9
7 320,2 165,1
g 247,1 136,0
g 388,58 158,2
Madia 245,6 97,5 323,0 150,7

* [eilizaramse lotes de 6 a2 10 cammdongos machos
e fémeas. Cgda valor edpressc representa porcentuzsl do valor  indclal
da radigatividade sanguinsa dos cammndongos (). A solugac de TSH foi
administrada intraperitchnealmente e colheu-se qua {2100 pl) do welo
venose retro—orbital dos animals antes da administracio do hormanio
trdficn (zero hora), 3 e 18 horas apds, Contagem em 10 minutcs para
cada amostra.
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2. Efeltos nos animais pela administracan de sdro fisioldgico CORD

controle das experiencias.

A fim de se avaliar a contribuicao dos fatores de
manipulagas (puncac peritanezl e do sinus retro~orbital) dos animais
nas modificacdes dos niveis de radicatividade sanguinea, em tSdas  as
experiéncias inclulramse lotes de animais iqualmente pretratades, que
recchiam 0,5 ml de solugdo fi=zioldglca. A radicatividade medida 3s 3
e as 18 horas apds, mostrol oonstituir-se em media de 90,5 e 87,4% da
atividade inicial respectivamente. Houwve, portanto, ligeirc decréscimo
dos nivels de radicatividade circulante que nao se mostrou significante
cuando analisade estatisticamente, Esse resultado demonstra cue a mani
rulacao do animal ndec ocontribui para aumentar oz diminuiy a resposta ao

T&TFS ou TSH.

3. Efeitos nos animais pela afministracao de TSH

2 Tabela 2 mostra os resultados pela administracao de
0,8 mJ de TSH exOgeno expressos em porcentn do valor inicial da radica
tividade sanguinea. vVerifica-se que em tidas as experiéncias realiza-
das cam animals fémeas houve resposta pesitiva 3 administracin da refe-
' rida dose quando a radicatividade era medida 3 horas apds.

Na Figura 1 est3s representados os resultados das
diversas experiéncias realizadas, incluindo-se as alteragdes da radica-
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FIGURA 1. fesposta cbtida pela administracio de 0,8 ml de TSH bovino
. a cada un dos animals dos lotes de 6 a 10 cammdongos fe
' meas devidamente preparadns., 0Os resultados estSo expressos
em poroento da oontagem radioativa de 100 pl de s=angue de
camidangos coletados s 3 e 16 horas apds a.administragio
da tirectrofina em relacao dmuala contagem cbtida & zero ho

ra {antes da administragac do TSH}.
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tividade medidas 18 horas apds. Observa-se que a resposta positiva by

tida 3s 3 horas declina constantemente am todas as experiencias,

hs respostas dos andmals femeas 3 administracas do
TSH expressas em porcento do valor inielal (zero hora) da radicativida .
de variou entre 228,3% a 510,5% com uma média de 338,0% (Flgura 1), re
velando,assim grande variabilidade das respostais.

(uanto acs animais machos verificam-se que em 2 das
trés experifneias as respostas senslvelmente mencres que a media obtida
nas experidéncias realizadas em faneas. WNa experieéncla restante a res -
posta fol de boa magnitude, Essa variabilidade ncs levou a preferir a

utilizacap de animais fémeas em todos os ensaios realizades.

4, Pelacap dose-resposta dos animais 3 administracio de s8ro  sabida

mente possuldor de atividade de IATS.

Afim de sa verificar se hi proporcicnalidsds entre
a guantidade de sOro injetado e a resposta dos anlmals, foram  adminis
tra@.osa?-lntesdacammdcngos 0,1, 0,2 e 0,4 ml de un resmo sSOro
poss:uidx:r de atividade de LATS por analises prévias.’i!.-li.

A Tabela 3 mostra a média e os respectives desvics
padroes obtidos na contagem da radicatividade sanguinea dos animals tes
tes. Verifica-se que para adose de 0,1 , 0,2 e 0,4 ml da masmo sC

ro administrado houve um incrementn relativanente bem proporcicnadc na



Tabela III = FelagAo dJdose-resposta obtida pela administragao

stro possuldor de atividade de LATS.

VOLIME &
+32?2 J209 414847
Q,1 -1592 —2326 ~10677
43193 42069 427642
Q,2 t1648 Ia514 f12512
G122 411456 +74189
0,4 1793 Y9477 T54280
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* Phdiasﬂasmtagmsemlﬂnﬂ.nutosdalﬂﬂul de
sandue do camndongo com seus respectivos desvios padroes. Respostas ob
tidaamrelaqmaq«mntidadedesorninjetadcncanhml
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resposta exibida pelos animais ( Figura 2}, Assim foram obbtidas res-
postas de 456,8%, 866,2% e 1797,3%, respactivamente. A apdlise eas
tatistica demmnstrou serem altamente significantes a niveis de p < 0,01
asresécataschﬂ.dasnasEe:@eriénciasmidermﬂadelthrasanrg

lagac a zero hora (R,).
Nessa s0Oro, em particular, j3 se evidenciava wma

resposta precocs 48 3 horas, estatisticamente signifiecante { Tabela 4).

A Figura 2 mostra a ralacho dose-resposta abtida.

5. PReprodutibilidade nas amostras obtidas pela administracds de um

masmo soro possuidor de atividade de LATS

Um mesmo s6ro ensaiado por 5 vizes em dias diferen
tes. Utilizaram-se riessas experigéncias 0,1 ml de sdro por animal, Os
resultados obtidos nessas experiéncias s3o mostrados na Tabela 5. Nelas
sa0 incluidas, também, as respostas precoces., Verifica-se que  apenas
em uma ocasido a resposta obtida 3s 3 horas fol maior do que 150%, ob

tendo-se resposta media da S517,1% ¥

121,0 com um érro padrao de 45,45,
Wa Flgura 3 estao representadas as mddias e os  reg

pectivoé desvios padrgoes das 5 experiénclas realizadas, bem como o8 ni
veis de respostas e o respectivo desvio padrao que se cbtdm quando se
consideram os incrementos de 18 horas em relagao 85 respostas cbtidas

8s 3 horas apls a administragan do sdro (R,}.
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FIGURA 2. Respostas cbtidas em relagio & quantidade de sdro adminis-
ua&aauadawu&uaaamisdmlotesdeﬁﬁmcammdmgos
devidamente preparades. 08 resultados estas expressos  em
poreentn da contagem radicativa de 100 pl de sangue de ca-
mundonges coletados as 3 e 18 haras apds a administracho 4o .
snmaseranausa&:anrelaqaoaquelamqmchtidaami
mfnra{mtasdaaﬁnﬁnistragandnsnrn},



Tabela IV - Relagdo dose-resposta obtida pela administracao

o
sfra possuldor de atlvidade de LATS,

VOLIME OF
SORO Ry B B
IRJETARO
128,5 55,0 456,8
0,1 0,02 >p »0,05 2 <i,0L p<0,01
- 174,5 4596,3 ges,0
0,2 p <0,01 p«<3,01 p<4,01
278,0 646,606 17587,3
0,4 0,02 >p>0,05 p<0,01 p<0,01
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* Nivels de respostas cbtidas em relagio 3 quanti

._dadedesorcmgetadnmcammﬂmgcexpressoempomentodovalor int=

clal da radicatividade sanguinea,

) incremento da radlnatlvidade do

sangne do cammdonge verificado 3s 3 e 18 horas apds a admimstraq:an ao
s0ro a ser ensaiado fol submetido a andlise estatistica e os nivels de
significincla encontramse expresses na tabela.



Tabela V =~ Reprodutibilidade do método verificada pelo ensaio

- - ®
un IeEsmd SOro em S ocasloes sucessivas.

EXPERIENCIA | 3 hs/0 h 18 hs/3 hs 18 hs/0 h
n? (R) (Ry} (R,)
1 128,6 355,0 456,8
2 96,3 475,7 458,2
3 93,0 454,0 449,8
4 128,5 471,3 612,1
5 166,1 375,1 600,1
MEdia 123,6 426,1 517,1
Desvio Padrao | = 27,9 t 56,0 ¥ 101,0
Brro Padrdo 12,5 25,2 45,45
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* BResultados de 5 ensalos cohtidos pela administra
gandeﬂ,lnﬂ.desurodepacienteportadordedoenqade&av&s a cada
mdcsmsdcslotesdeﬁalﬂcarmmdmgosﬂevidmt& preparados.

Os resultados est3c expressos em porcento da contagem radicativa

e

'1DDu1&sangu&decanu1dmgoscoletaﬂD$asSEIBhnrasaposaad:rd.-
nistracio do sdro a ser analisado, _em relacho dguela contagem — abtida
3 zero hora {antes da administragdo do sfro).
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FIGURA 3. MEdla e respectivo desvio padrao das respostas de S experién
cias cbtida de um mesmo sSro sabidamente portador de ativida
ds de LATS. Admindstrou-se a cada animzl 0,1 ml de s8ro da
lotes de 6 a 10 animals devidamente preparados. ©Os resuita-
dos estio expresscs em porcenta da contagem radioativa  de
100 pl de sangue de cammdonges coletados 3s 3 e 18 horas
ap'ésaadministrat;&aﬁns&mas&ranalisaﬂn;mrelagiaiqg
la centagem cbtida & zers hora (antes da administracde “do

BOT0)
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6. Fesultados chtidos na avaliacan da atividade de LATS em sSroz  de

paclentes portadores de doenca de Graves.

Foram ensalados 42 sSros provenientes de 40 pacien
tes com doenga de Graves. 05 resultados obtides sao mostrados na  Tabe
la 6, em ordem decrascante da maqnituds das respustas gz 18 horas ex
pressa em porcentagem da atividade radioisctopica inlecial do sangue do
animal {(R,}.

Verifica-se que foram chtldas, entre os 42 ensaios
realizadas, 13 respostas iquals ou superiores de 150% da atividade ini-
cial. Entre essas foram incluldas 2 experiéncias levadas a efeito em
um mesmo paciente sob condigdes terapSuticas diferentes (paclente I.T.
P.}. Considerando-se essa forma de expressar a atividade de 1ATS, fo
ram obtidas 30% de cascs positivos nos paclentes portadores de  duenga
de Ei!:a;;res.

0 nivel de positividade variou amplamente desde 150%
a 1.797,3%t. BSequindo os trabalhos de MoKenzie {48) os ensales positi
v foram divididos em 2 subgrupos: um cujo incromento fol maior que
300% da atividade inicial (ensaics n? 1 a 5) e considerados come possul
dores de grandes quantidades de IATS (Figura 4) e ¢ cutro cujo incremen
to foi menor que 300% {pacientes n? 6 a 13}, portanto, com quantidaderno
derada de LATS (Figura 5).

Pela aplicacac do teste t 83 42 experiéncias reald
2adas verificou-se que {tabela 5) os incrementos cbservades foram esta
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FIGURA 4. Cinco experifincias com resposta fortemente positivas de atd
vidade de LATS (> 300 % da atividade inicial). :Administrou
se 0,5 ml de soro de paciente portador de doenca de Graves
& cada ' dos animais dos lotes de 6 a 10 camndongos devl
damente preparados, O resultados est3o expressos em  pPOr
cento da contagem radicativa de 100 yl de sangue de camm —
dongyo coletado 3s 3 e 18 horas apds a administracas do sdro
asarmaliaadumrelagauaqmnlam&aqemnbti@amtm'
. ra {antes da administracio do sbro). '
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Oito experiénclas com respostas moderadamente positivas de
atividada LATS (<7300% da atividade inicdal). Pdnﬂnistrm—
se 0,5 ml de s6ro de paciente portaﬁcrdamlestiade Gra
ves a cada um dos andmalds dos lotes de & a 10  camundongos
devidamente preparados. 05 resultados estZo expressos em
porcerlt.o da contagem radioativa de 100 ul de sangue de ca
mmdmg: coletado as 3 e 18 horas apbs a adminjstracac do
sOrc.a ser analisado em relagdo Aquela contagem cbhtida &
zexo hora { antes da admindstracdo do sdro ).
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tIsticamente significentes em 18 ocasites correspondentes a 16 pacien
tes {er;s.ains den?laSenes. ¥, 9, 10, 11, 13, 14, 15, 17, 22,
23, ‘24, 26 e 28), o que di wm positividade de IATS de 40%. Nos pa
cientes €, 8 e 12 conslderados “ILATS positives" pelo incrementc  por
centuzl, o teste t nio se revelou positivo devido ao grande desvic pa
drac das respostas (casos 6 e 12) ou ao baixo nimero de  cammdeongos
que sobreviveram 3s experiéneias (caso 8} (vide apéndice},

Foi aplicado também o teste t para a verificacac da
significancia das diferengas de médias cbtidas entre as contagens radio
isotoplcas feitas no sangue do animal 3s 18 horas e aquelas obtidas ds
3 horas apds a adn:l.:ﬁstraqﬁn do sGro teste (R,). Rssim  dbtiveramse
diferencas significantes entre estas duas médias em 14 ensaios realiza

dos {evperiéncias n? 1 a 11l e n9 14, 17 e 26),
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CapITiIo IV

DISCUSSAC

afim de verificar a possivel utilizagdo indiscrimi
nada de anjmais de anbos os sexos foram feltas experiéncias para esti
mar a respapsividade dos animais. Ewbora sem conclusao definitiva, de
vido ao pequeno nimero de ensalos realizades, preferiu-se utilizar ani
mals fBmeas tendo em vista o melhor nivel de resposta cbtido nestas G
timas, Nos dados fornecidos pela llteratza chserva-se também malor pre
feréncia pelo uso de fémeas nio chatants alguns utilizassem com bons
resultados animais maches (51, 56). Nesses trabalhos nephuma referén-~

cia & feita as possiveis diferengas de respostas entre os dois sexos,

A sensibilidade dos animais & varlivel cam pode sa
v&rifi;‘.'aﬂn nag experiéncias catalogadas no spéndice déste trabalho. A
falta da padrdo de LATS tormna impossivel a construgdo de uma curva de
| referéncia. Usa-se normalmente, afim de assegurar bom procedimento du
‘rante as experiéncias um lote contrfle Injetadc com TSH bovino ao  qual
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708 camndongos respandem satlsfatoriamente (14, 26, 31, 43, 50). B
sensibilidade dos animals ao TSH boving relatada nos diverscs trabalhos

varia grandementz. E fregqiente observarem—se falhas de respostas  as
doses pecuenas (43, 50) tais como 0,05 5l & 0,2 mil,

No presente trabalhe verifica-se que os animais nao
responderam de mode nitlde 3 administragao de 0,2 m) de TSH ; a respos-

ta a 0,8 mU desse hormmonlo mostrow ser mals constante,

A supressde do TSH enddaenc do animal teste inicia
da logo apds a administracao do idic radicativo &, geralmente, felta in
jetando-se I..—"I‘4 por varios dias (4 a 5) (9, 14, 17, 26, 43, 58) e adil
clonando-se 3 alimentacao, tiredide dessecada. Bowers e col. (13) utl
lizaram em suas preparacoes biclogicas a T, como supressor do hoxiondo
txdfico no que foram sequidos por Furth e col. (25). Bstes ultimos re
duziram a duragac do ensaio de maneira a nao afetar a sensibilidade na
significancia das respogtas dos animals administrando apenas duas doses
de T, por via subcutdnes, o presente trabalho utllizou-se essa modlfl
cacdo cam resultados satisfatirios.

0s resultados chtidos para os controles que recebiam
sclugae fisiocldgica mastraram decréscimo de atividade radioisotopica no
sangue. Esse fato concorda com as experianclas de varlos austores (31,
53). Em alguns trabalhos, no entanto, € relatada pequena resposta posi
tiva {16, 32) tanto pela administragio de solugio fisicliglca como  de
s0ro albumina humane ocu bovina,

A falta de padrio adequade de LATS faz com que  se
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feva recorrer, para a nﬁltagan da metodologia, de sores de pacientes
que mostrem titulos elevados do ativador, utilizando-os para testes de
reprodutihilidade e de niveis de respostas em relagio & dose administra
da, MNeste fltimo teste (26, 32, 33), verificou-se linearidade satisfa
tdria das respostas em relagao ds doses administradas fato gue concorda
com o8 dadns obtidos na literatura.

0 teste de reprodutibilidade, apesar da certa varia
bilidade, mostrou-se satisfatdrio dentre das limitaches inerentes a tal
metodologia.

0s nlveis da resposta positiva que se dava oonsids
rar camo indicativo de atividade de LATS & variavel desde 118% a 2008,
de acdrds com os dlversos trabalhcs (14, 18, 22, 27, 28, 30, 54).

Varios testes estatisticos tém side aplicados na
procurz de niveis @ significincia que possam exprimir em melhores con
dlodes a positividade do ensaio.

Ho presente trabalho notou-se uma discrepincia na
porcentagem de sdros LATS positives quando se compara o nimero de  pacl
entes conslderados possuidores de LATS pela significincila do taste £t e
com-aquéles considerados positives apenas pelos nivels de incremento da
radioatividade do sangue do animal teste (Ry}. Bssim multos siros  de
pacientes com doenga de Graves que deveriam ser considerados como "LATS
negativos” baseados empiricamente na cbtengéo 4= R, menor que 150% (co
o fazem a maioria dos antores) mostraram que a resposta apresentada

pelos animals, embora pequena, era significante. Este fato elevou de
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30 a 40 % o nimero de pacientes que poderiam ser considerados coms pos
suldcores de atividade de LATS.

A aplicagzic- da teste t de Student (12}, no entanto,
leva 3s vézes 3 nao obtengio do significincla em ensaios com R, eviden
terente auentados como sucedeu em 3 ocasiEes} {ensaios nv6, 8 e 12}. Es
te fato foi imputado ac grande desvic padr2o das respostas apresentadas
ou a0 balxc nimexo de cammndongos recuperadns pera a sangria que  seria

efetuada d= 18 horas apbs a administracdo do sCro a ser ensaiado.

-
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CRPTTULD v

QCLUSTES

1. 0O métndo para a avalizagao da atividade de LATS
apresenta caracteristicas razodvelwente boa pa

ra qua seja aplicado correntemente na investigacdo clinica.

Houve reprodutibilidade razoivel e boa correla -

ﬁomﬂeaqmtid&i&desﬁrnmaiadaaasmpcstascbﬂdas.

2. C ensalo de 42 soros de pacientes portadores de

moléstia de Graves mostron positividade de LATS

am 40% dos casos quando se aplica o teste t para verificacac da  signifi
cinria das respostas obtidas nos animais, indenpendentemente, dos  incre

mentos de radiocatividads chtidos entre zero e 18 horas.

fuando se consldera, oono resposta positiva age
la obtida ds 18 horas igual ou maior que 150% da atividade radicisotdpi
" ca inteial do sangue do cammdongn, a porcentagem dos paclentes  possul
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dored de atividade de LATS fol apenas de 30%,
.
0 encontro de individuos portadores de  molés.
tias de Graves que apresentam positividade de LATS poderi,possivelmentea,

aumentar a medida que se possa concentrar o soro 2 ser ensatado sem au

mentar a sua atividade thxdiea.
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CAPITUID VI

SIMERTO

Realizou-se uma série de experiéncias com o objeti
vo de verificar a possibilidade da m:u‘ttagem da metodolegia para a cons
tatacao da atividade do “estimilador tirecidiano de agao prolongada" -
(IATS) nos s8ros de pacientes portadores de doenga de biclo difuso thd
0 aconpanhadas de exoftalmo nao progressive (doenga de Graves). |

Verificou-se wma boa reprodutibilidade nos ensaios
realizados bem come na linearidade da relagan dose-resposta.

Utillzaram-se duas maneiras de expressar a pasitivi

dade dos ensaios

1. c¢&lrulo em porcento do valor da radicatividade
inicial ohtida na contagem do sanque do animal
' 18 heras apds a administracao do sdro de paclente. Consideraram~se co

mo positivos os ensaios cuja porosntagem do valor inicial da radicativi
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dade do sangue dos camundonges obtida 35 18 horas fosse iqual ou maior

que 150 %;

2, aplicagdo de teste t de Stadent as maiias das

contagens para verificacac do grau de  signifi

cancla da resposta dos animais independentemente dos nivels de incremen
to da radicatividade entre 0 € 18 horas. *

Bgla primeira maneira de sxpressar as respostas
chtiveram-se 30% e pela sequnda de 40% de positividades para a presenga
de IATS, em 42 sOros ensaiados, provenientes de 40 pacientes com  doen

ca de Graves.
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APENDICE

CbeervagEo

valor de t quando se oomparam as oontagens das 3 horas e O hora.

(03
[}

1

valor de £ quando se ocomparam as ¢oontagens das 18 horas e 0 hora,

t
It

t., = valor de £ quandn se comparam as contagens das 18 horas e 3 horas,
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APENDICE  Apresentagao nunuclosa dos protocolos das experiSncias rea
lizadas com 42 stros de pacientes portadores de molestia de

Craves.
pericdo apbs a admintstracdo do siro
ENSATO contagem em 10" de 100ul de sangue
Q hora 2 horas 18 horas
1 2506 15419 91849
2 bE4a 36332 177288
3 1554 3248 36666
4 3284 10204 B5599
5 5330 10298 154808
a 3553 12500 54308
7 b7 5387 40437
3 2141 2676 9444
4 44962 BET2 55332
1o 4076 13532 . 36059
MEGTR 4122 12456 F4189
D.PADRED 1793 9477 54280
teste t | significfncia | porcento do valor inicial
£, = 2,6894 | 0,05>p>0,02 R, = 276,0
£, = 4,185 p <0,0L R, = 646,6
t3 = 4,199 p <0,0L R3 = 1.797,3
. Ensalo do stro de paciente ITP, portador da molés
tia de Graves, Utilizou-se 10 camndongos devidamente preparados (vide

metodologla) aos guals administrou 0,5ml de sdro a ser analisado. Os re
sultados mostram gue a atividade de 1ATS & positiva quande se considera
' Ry O incremento da radlcatividade verificado na amostra sangulnea do
cammndengo cbtida 18 horas apds a adndnistragdo do sdro, em relagdo dme
1a de zerc hora, mostrou ser estatisticaments signiflcante: a nivel de
p < 0,01
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perlodn apds a administracdc do sdro
ENSAID omtagem em 10 de 100pl de sangue
0 hoca 1 horas . 18 horas
1 14233 32603 213119
2 2947 5844 117147
3 5990 8171 74710
4 5607 6729 71738
5 17832 20068 193816
6 4653 4961 11236
7 5153 11732 73679
MEOTA " 8058 12872 125063
D.PADRRO | 5628 10117 94448
teste £ significincia | porcento do valor inicial
£, = 2,0218 0,1 »p >0,05 R, = 158,7
| & = 3,3775 0,02 >p > 0,01 R, = 971,0
« |ty=3,3248 | 0,02>p>0,0 Ry = 1.552,0

Ensatp do stro de peclente CAS portador da moléstia
de Graves. Utilizou-se 7 cammndongos devidemente preparados (vide meto
dologia) acs quais administrou 0,5 nt de sro a ser analisado, Qs resul
tados mostram que a atividade de IATS & positiva quando se considera R,.
O incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea do  ca
mrdlongo cbtida 18 horas apds a administrecdo do sfro, em relagio aque
la de zero hora, mestrou ser estatisticamente significante a nivel de
p < 0,02,
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perfodn apds a administragao do sdro
ENSAIC contagem em 10" de  100pl de sahgue
0 hora 3 haras 1= horas
1 2313 2043 22210
2 5738 14187 40502
3 2811 2415 10091
4 1139 a7 4041,
5 1572 905 5673
6 1057 730 14360
7 3023 . 5486 46477
8 764 553 3B8E9
9 B284 25045 1102827
MEDIA 2957 5817 28674
D, PADREOD 2504 8415 34547 ‘
teste & significdncla | porcento do valor indcial
€ = 1,429 [ 0,2 > p>0,1 R, = 196,0
t2 = 2,5634 0,05> p 0,02 Rz = 482.8
£y = 2,3907 | 0,05> p >0,02 Ry = 966,0
|

Ensaio do s0ro de paclente ITP portador da molas-
ta.a de Craves. Ubilizou-se % cammdongos devidamente preparados { vide
HEtOdﬂngid} aos quais administrou 9,5 ml de sOro a ser analisadn. Os
resultados mostram que a atividade de IATS & positiva quando se consi-
dera Ry. O incremento da radicatividade verificado na amostra sangqui
nea do camndongo obtida 18 horas apds a administracdo do s0ro, em re
lacao aquela de zero hora, mostrou ser estatisticamente significante
9“;;11;&1 de p < 0,05.
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pericdo apds a administragio dn sdro
ENSATO contagem em 10' de  1d0pl de sangue
0 hora 3 heoras 18 horas

1 5266 5769 - 40977

2 3R7L 4289 36716

3 1 223 2271 36182

i 1583 169l 11465

3 1175 118] Ge6l

MEDIA 2803 3042 26400

D PADRED 17119 1527 ; 16025

teste t significéncia | porcento do valor inicial

t1 =2,5 | 0,1>p >0,05 R1 = 1p8,9
t2 = 3,608 0,05 p »0,02 32 = §71,0
t3 = 3,803 0,05> p »0,02 H3 = 945,0

] Fnsaio de sfro de paclente Sh portador da npl3stia
da Graves, tilizou-se 5 cammdongos devidamente preparados (vide meto
dologia) aos quais administrou 0,5 ml de sfro a ser analisadn, Os res
sultados mostram que a atlvidade de IATS é positlva quando se considera
Ry. O incremento da radicatividade verificado na amostra sanquinea do
camndongo obtida 18 horas apds a administracdc do sdro, em relacio e
la de zero hora, mostrou ser estatlsticamente significante a nivel de
i < 0,08,



23

periodo apds a administracic do sOro
ENSATOQ contagem em  10' de 100ul de sangue
0 hora 3 “horas 18 horas

1 2243 234E 15408

2 131le 1021 4514

2 10400 5187 25946

4 18cl 1551 8997

L 3354 3309 13891

& 1132 1887 7542

MEDIA 3334 3183 13061
D.EBRDRAO 3564 3044 Te06

teste t significéncia | porpento do valor inicial

£, = 0,623 0,6 >p > 0,5 . R = 95,4
t2 = 4,875 < 0,01 Ej = 413,0
t3 = 5,189 r < 0,01 l’«!.3 = 391 .8

Ensaic do stro de paclente JF partador da moléstia
"de Graves. Utilizou-se 6 cammndangos devidamente preparados (vide meto
dologia)l aos fuais administrou 0,5 ml de sfro a ser analisado. Os e
sultados mostram gue a atividade de IATS & positiva quando se conside
ra R;. O incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea
do camundongo cbtida 1B horas apds a administracio do sro, em relacio
dquela de zero hors, mostroy ser estatIsticamente significante a nivel
da p < 0,05, .



=L |

vericdo aphs a administracdo do sfro
ENSATO conkagem em 10" de  100pl de sangue
0 hora 3 horas 18 horas

1l 107549 15380 42466

2 4888 8078 18271

3 1535 le0d 3102

| 3521 3407 7836

5 6925 7415 9824

G 11322 15643 28521

MEDTA 6541 9888 18336

D.FADRAO JBat 7768 14837

teste t significanclia | porcento do valor inicial

tl = 1,573 0,2 » p»0,1 I:'1 = 151,2
tz = 2,649 3,05 p »0,02 R2 = 1850
t3 = 22,4686 _ 0,1 > p 0,05 R3 = 280,0

»  Fnsaio do sGro de paciente DC partador da moléstia
de Graves. Utilizou-se 6 camndongos devidamente preparados {vide meto
dologia) aos quais administrou 0,5 nl de sGro a ser analisado, Os re
sultados mostram que a atividade de LATS & positiva guando se considera
Ry « O incremento da radicatividade verificado na amcstra sancuinea do
camumdango obtida 18 horas apds a administragdo do sbro, em relagao
Aquela de zero hora, nao mostrou ser estatisticamente significante a ni
velde p < 0,05,
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pe;&qc}o apds a administragao do stro
ENSATO contagem em 10" da  100pl de sangua
0 hora 3 horas 18 horas

1 9571 L0080 20445

2 6173 6226 16107

3 4730 4375 14534

4 2286 4287 ld&az25

3 2637 1390 .J255

B * 2746 2185 536l

MEDIA 4760 4753 11721

D. PADRAD 2962 3127 6581

testa t significancia [porcente do valor inlcial

£, =0,419 | 0,9>p>0,8 R, = 100,0
t2 = 4,013 0,02>p >0,01 F2 = 245,5
t3 = 4,533 p <0,0L R3 = 246,2

Ensaio do soro de paciente DSL portador da molestia
‘da Graves. Utllizou-se 6 camundongos devidamente preparados [vide meto
dologia) ape quais adminfstren 0,5 m) de sOro 2 ser analizado, Os  re
sultados mostram que a atividade de ILATS & positiva.guando se conside
ra R.. O incremento da radicatividade verificade na amcstra sanguinea
do camrdengo chtida LB horas apis a administragdo do sCre, em relacdo
dquela da zero hora, mostrou ser estatisticamente significante a niwvel
de p < 0,02,
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pericdo apbs a administracio do sbro
ENSATO contagem em 10' de 100ul de sangue
 hora 3 horas 18 horas

1 1814 1503 : 3265

2 2418 2143 3822

3 ‘3853 5154 9223

MEDTR 2697 2933 5670

D.PADRAD 1049 1949 3077
teste t significancia porcanto do valor inicial

£, = 0,445 0,8 »p > 0,7 . R, = 108,7

' t2 = 3,830 ©0,09 p > 0,02 , E: = 193,3

ty = 2,446 |- 0,2 =>2p>0,l1 Ry = 210,3

Ensaio do soro de paciente JG portador da nolestia
de Graves, Ukilizou-se 3 camndongos devidamente preparados (vide meto-
dologia) aos guais administrou 0,5 ml de s6ro a ser analisado. Os re
sultados mostram que a atividade de LATS & positiva quando se considera
Ry. O incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea do
carundongo cbtida 18 horas apbs a administragio do sbro, em relagdo &pe
la @&:0 hora, nac mostrou ser estatisticamente significante.
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periodo apfs a administracio do sdro
ENSATO contagem de 10° de 100ul de sangue
0 hora 3 haras . 18 horas

1l T256 7al8 12086

P ‘3848 4245 11556

3 15324 15036 22138

q 8848 9490 15571

5 15223 14976 25672

6 9230 17406 206873

7 B440Q 7441 11567

MEDITA 9879 10857 17123

0. PADRED 4163 4935 5736
i !

teste t slgnificancia porcento do valor indcial

-tl = 0,836 5,5 >p > 0,4 Rl = 100,7
1:.2 = 6,673 : p <0,01 R2 = 158.,0
£y = 6,553 | p <0,01 Ry = 173,3

Ensalo do sfro de paciente JT portador da moldstia
de Graves. Utilizou-se 7 camundongos devidamente preparados (vide meto
dologia) acs quals afministrou 0,5 ml de stro a ser analisado, 0s e
sultados mostram quesa atividade de LATS & positiva quando se conaldera
_Ry. O incremento da radtcatividade verificado na amostra sanguinea do
camundongo obtida 18 horas apbs a administracao do sfro, em relagao e
la de zero hora, mostrou ser estatIsticamente significante a nival de
p < 0,01,
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pericdo apds a administracac do sdro
~ ENSATO oontagem em 10" de 100ul de sangue
0 hora 3 horas 18 horas

1 1435 2313 3534

2 3450 2803 4725

3 2789 2105 3756

4 2862 2547 3877

5 2536 22309 7438

& 8217 5434 8050
MEDIA 3214 2918 5230
D. PADRED 1612 1355 19297

teste £ 4 significincia | porcento do valor intejal
tl = 0,1179 p>0,8 Rl = 85,4
‘t‘.2 = 3,855 0,02> p> 0,01 R2 = 179,2
-'l:3 = 3,327 + 0,05>p> (,02 R3 = 162,7

. Ensaio do s6ro de paciente ISS portador da moléstia
de Graves. Utillzou-se 6 camundongos devidaments preparados (vide meto
dologila) acs guals administrou 0,5 nl de s8ro a ser analisado. Os e
sultados mostram cque a atividade de LATS & positiva quando se considera
R;. 0 incremento dz radiocatividade verificado na amostra sanquinea do
ccammdcngo obtida 18 horas apds a administracio do sSro, em relagio aue
la de zero hora, mostrou ser estatisticamente significante a nivel de
p < 0,05,
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pericdo apbe a administracic do sdro
EMSATO contagesn em 10" de 100p1 de sangue
0 hora 3 horaz . 18 horas

1 3742 5849 5804

2 3225 3561 5517

3 5106 5116 8949

4 870 7600 9335

5 44448 4973 5803

b 5335 5787 9203

MEDIA 4787 5581 7435

D.PADREO | . 1295 1315 1898

teste £ significancia | porcento do valor inicial

£, = 2,558 0,05> p> 0,02 R, = 116,5
‘I:2 = 3,381 0,02> p» 0,01 . RE = 133,0
_t3 = B,428 - pe 0,01 R3 = 155,3

Ensaio do sdro de pagiente KH portador da moléstia
de Graves. Utllizou-se 6 camundonges devidamente preparades (vide me
tedologla) acs quais administwvou 0,5 ml de soro a ser analisado. Os re
sultades mostram que a atividade de LATS & positiva quando se considera
Ry- O Incraments da radicatividade verificade na amostra sanguinea
'do camundengo obtida 18 horas apbs a administragas do sro , em relagao
dquela de zero hora, mostrou ser estatisticamente significante a nivel
s p < 0,01.
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perlodo apds a administracac do sdro
FIISATD contagem em 10 de 100u) de sangque
0 hora 3 horas 18 horas

1 8186 7466 9402

2 2686 2778 3260

3 4905 4834 9915

4 2642 2501 4671

L 2093 2291 2488

6 3412 3685 3224

MEDT2, 3654 3919 5493

D.PRDRAO 1609 1972 3306

“teste £ sionificdneda [poresnto do valor, inieial

t, = 1,270 0,3>p> 0,2 Rl = 106,9
€, = 1,835 0,2>p> 0,3 R, = 140,1
t3 = 2,260 - 0l>p> 0,05 R, = 150,3

|

. Ensaio do s8ro de paciente LES portador da roléstia
da é:aves. Utilizou-se 6 cammdnngos - devidamente preparados (vide e
tnﬂchgiaj ans quais administrov 0,5 ml de sGro a ser analisado, Os re-
sultados mostram que a atividade de IATS & positiva quando se considera
R,. 0O incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea do
camndengo chtida 18 horas apds a administracio do sdro, em relagac
aquela de zero hora, nao mostroun ser estatisticamente significante.



pericdo apds a admiristracas do sdro
ENSATO contagem em 10' de 100pl ds sangue
3 heora 2 horas 18 horas
i 2116 2520 2588
2 3852 5075 5925
3 2230 2952 47
4 2874 314 3449
5 3354 3346 510&
MEDTA 2813 3407 4364
D. PADRED 744 o580 1593
- teste t significancia | porcente do valor iniclal
g = 2,224 0,1 >p »0,05 R, = 116,58
t, = 2,607 0,1 >p »0,05 R, = 128,0
"t3 = 3,017 0,05 p »0,02 R, = 154,0

al’

Ensalo do soro de paclente AAS portador da meléstia

de Graves, Utillzou-se 5 cammdongos devidamente Preparados (vide meto

dologla) aos quals administrou 0,5 ml de soro a sex analisado. Os

e

sultados mostram que a atividade de LATS & positiva quando’se consldera
~ Ry O incrementc da radicatividade verlficadc na amostra sanquinea do
camndonge cbtido a 18 horas apts a administragao do sOro a ser analisa
do, em relagidc aquela de zero hova, mostrou ser estatisticapente signi-
ficante a nivel & p < 0,05.
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perlcdo apss a administracao do sdro
ENSAIO contagem er 10* de 100pl d=  sangue
0 hora -3 horas 18 horas

1 1487 1l3g 2316

2 34250 2087 5236

3 1e35 1323 2217

4 2591 1930 4116

b 4178 4322 B3RS

6 942 622 1165

MEDTA 23717 2072 3405

D, FADRAD 1242 1387 1754

teste t aignificdnica | porcento do valor inicial
tl = 0,289 0,8 >p >0,7 R.l = 87,1
t}".. = 4,755 p.< 0,01 RZ = 164,3
£ty = 4,223 p < 0,01 Ry = 143,2
Fnsalo do sdro de paciente AN portador da moléstia
ge Craves.

dologia) ansquaisadnﬂnistrnuﬂﬁnﬂ.des&maseranalisﬂn
sultados mostram aue a atividade de st =3 negativa quando se considera

Bo»

"3

Utillzou-se 6 cammdongos devidamente preparados (vide meto
0s 1re

0 incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea do

camrdongo obtida 18 horas apbs a administragao do stro, em relacac apue

la da zern hora, mostrou ser estatisticamente significante a nivel

p < 0,0L.

de
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peirfodo apds a administracio do soro
EXSATO contagem em 13" de 100ul d= sangus
 hora 3 heras 18 horow

Kl 10460 15893 14365

2 4703 3752 6185

3 9270 10754 12713

4 FANES 7571 10144

5 1443 1249 1635

& al2l 5593 10436

MEDIA 6528 7968 9246

D. PADRAD 3248 5249 4642

‘teste t siemificincia |porcento do valor infclal

Ey = 0,977 0, 4>p» 0,5 R = 114,4
'tz = 2;015 D,l k- D > H;GS Rz = 123;5
Tty = 4,218 © 0,05> p > 0,02 R, = 141,6

Ensalo do sfro de paciente IAA portador da noléstia
de Graves. Utilizouse 6 cammdongos devidamente preparados (vide meto
dologia) ans quais administrou 0,5 ml de sbro a ser analisedo., Os e
sultados mostram que a atividade de LATS &€ negativa quando se considera
Ry. O incremento da radicatividade verificado na amostra sancuinea do
canmndonge obtido & 18horas apds a adwinistracio do sdro a ser analisado,
-em relacgo aguela de zero hora, mostrou estatIsticemente significante a
nivel de p < 0,0L.
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pericde apfs a administracae do sbro
ENSATO contagem em 10' de 100yl de sangué
0 hora 3 horas 18 horas
1 [T 5033 6487
4 9397 GE 30 029
3 4535 4755 5al14
4 5041 3765 3141
5 2742 ap7s 1507
B FOL7 6183 7687
i 2847 4574 5075
MERTA 55587 4860 7104
D, FADRED 2397 1249 1531
teste t significincia | porcento do valor inlcial
tl = 1,220 0,2 > p>0,8 RJ. = 86,8
£, = 2,704 .0,05> p»0,02 R, = 158,6
£y = 0,136 0,9> p> 0,8 R, = 137,6

Ensaic do sbro de paciente EAT portador da moléstla
de Graves. Utilizourse 7 camndongos devidamente preparados (vide meto
dologia) acs quais adminisktrou 0,5 ml de sire a ser analisado. os resul
tados mostram que a atividade de LATS € negatlva quando se considera R,.
O incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea do
cammdongo cbtida 18 horas apds a admindstragao do sfire, ndo  mostrou
sor astatisticaments significante .



periodo apls a administracdo do sdro
ENSAIC conkagem am 10" de  100pl de sangque
0 hora 3 haras ' 18 horas

1 5537 5397 7034

Fd 8445 8329 10309

3 4179 4317 7062

4 2789 2275 3704

5 4330 3361 5115

MERTA 4997 4856 6844

D.PADRED 2161 2241 2864

teste t sicmificincia | porcento do valor inicial

tl = 0,134 0,95 p > 0,8 Rl = 97,1
t, = 4,317 0,02>p > 0,01 R, = 140,9
£y = 5,426 p < 0,01 R, = 136,9
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Ensalo do sfro de paciente MOL porkador da moléstia

de Graves. Utllizou-se 5 cammdongos davidamente preparadns (vide meto-
dologia) acs quals administrow 0,5ml de sfro a ser analisado, ©Os resul
tados mostram que  a atividade de LATS € negativa quando se consldera -
R3. O increments da radicatividade verificado na amostra sanquinea do
cammdongo obtida 18 horas apds a administragio do sbro, em relagio agque
la de zero hora, mostrou ser estatisticamente siemificante a nivel de

p < 0,01.
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periodo apds a administracio do sOro

ENSATO contagem em 10" de 100Ul de sangue

0 hora 3 horas 18 horas

1 173% 1875 2180

2 2266 1575 2776

3 2560 2087 2612

4 3222 2574 2832

5 2354 2139 2579

6 2861 1860 3093

7 8161 8428 8357

8 7735 9698 17105

9 1762 2293 3355

MEDIA % 3850 3659 5098

D.EADRED 1 2296 3087 4871

testa ¢ significinclia | porcento do valor inicial

£, = 0,590 - [0,6 >p>0,5 Ry = 95,0
t, = 1,892 . [0,1>p >0,05 R, = 140,0
ty = 1,223 0,3>p > 0,2 Ry = 132,4

. Ensaio do sdro de paciente ZMF portador da moléstia
de Graves. Utilizour-se 5 camundongos devidamente preparados (vide meto
dologla) aos quais administron 0,5 ml de sGro a ser analisado. Os re
sultados nostram gue a atividade de IATS & negativa quando se conside
ra R3. 0 incremento da radicatividade verificade na amostra sanguinea
do camundengo cbtida 18 horas apds a administracdic do sdro, em  rela
gao dquela de zero hora, ndo mostrou ser estatisticamente significante.
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pericdo apds a administracdo do stro
ENSATO contagem em 10' de 100pl de sangue
Q hora 3 horas 18 horas
1 4547 3097 2643
2 9595 9272 10833
3 6330 3493 8017
4 6636 6902 8895
5 10092 11360 21608
B 2282 1581 1446
MEDTA 6647 5960 B&07
D. PADRED 3054 3862 7221
© teste t significanica |porcento do valor inicial
t, = 0,11852 P> 0,9 R, = 94,5
t, = 1,8065 0,1 p > 0,05 R, = 142,4
ty = 1,1545 0,4>p > 0,3 Ry = 134,1

. Ensalo do sOro de paciente MSS portador da mpléstia
de Graves. Utilizou-se 6 cammdongos devidamente preparados (vide meto
dologia) aos guals administrou 0,5 ml de s8ro a ser apalisado. Os re
sultados mostram que a atividade do IATS & negativa guando se considera
R3. 0 incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea do
camurdcngo cbtida 18 horas apds a admindstrag8o do sro, em relagac ajue
la de zero hora, nao mostrou ser estatIsticamente sionificante.
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periodo apds a administragae do sdro
ENSATC contagen em 10" e 100l dJde sanque
0 hora 3 hnras 18 heras
1 3693 4136 10717
2 3725 4431 7792
3 20510 19972 15666
4 5674 6958 495493
MEDTA 8401 9034 11042
D.PADRED 8125 7381 3324
teste 5 significinéia | porcento do valor inicial
tl = 1,5432 0,3>p =0,2 Rl = 107,5
t2 = 0,909 0,5 >p =0,4 R2 = 122,5
ty=1,0224 | 0,4>p>0,3 Ry = 131,4

Fnsalc do stro de pacients MM partador da moléstia
de Graves. Utllizouse 4 cammndongns devidamente preparades (vide me-
todologial avs quals administroa 0,5 ml de s0ro a ser anallsado, Qs
resultados mostram ¢ue a atividade de [ATS & negativa quando se comsi
.dera RE' O increnento éa radicatividade werificado na amostra san-
guinea do cammdongo obtida 18 haras apds a administracio de sSra, em
relacdo &pela de zero hora, ndo mostrou ser estatIsticamente signifi
cante.
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periedo apds a administragdc do sOro
ENSATO contagem em 10' de 100p:r de sangue
0 hora 3 horas 18 horas
1 2380 3540 2954
2 3181 2514 4706
3 2326 1096 2326
4 1323 2001 1856
5 1111 1119 1070
MEDTA 2064 2054 2582
D.PADRED r 847 1036 1371
teste t significancia | porcento do valor indcial
tl = 0,235 0,2 >»>p>10,8 Rl = 99,4
t2 = 1,027% 0,4 >p > 0,3 EE = 125,7
_t3 = 1,8331 0,2 >p>20,1 R3 = 125,4
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Ensaio do sbro de paclente MIJC portador da moléstia
da Graves. Utilizou-se 5 camndongos devidamente preparados
todologta) , ans quais afministrou 0,5 ml de eiro a ser analisado.

{vide me
Os

resultados mostram que a atividade de 1ATS & negativa quando se conside
ra Ry, O increrento da raﬂioatividade verificado na amostra, sangqui -
nea do cammdongo chtida 18 horas apds a administracac do sdro, em rela
¢an 3quela de 2ero hora, ndo mostrou ser estatisticanents significanta,



1

periods apds a administracio do scro

ENSRYIO contagem em 10' de 100yl der sangue

0 hora 3 horas 18 horas

1 4646 A0e3 Bo8e

2 3050 2244 823

3 12060 12081 o1 15917

4 S404 5315 027

5 9255 o865 - S0ES

B 20101 32830 22277

MEDTA 2045 10657 11134

D, PADRAD 6323 11365 6745

teste t significancla |porcento do valor indcial

£, =0,7154 | 0,6 >p>0,5 R = 114,0
t,=0,1974 | 0,9>p>0,8 R, = 100,6"
t3 = 2,59940 0,05 p > 0,02 Ej = 122.5

Ensalc do sfro de paclente MM portador da molés-—
tia de Graves. Utllizou-se 6 cammdongns devidamente preparados {vide
retodologla) aos ¢quais administrou 0,5 ml de sfro a ser analisado, Os
resultadns mostram que a atividade de IATS &€ negativa quando se conside
ra Ry. O incremento da radicatividade verificado na amwstra sanguinea
"do camundongo cbtida 18 horas apbs a administracio do s8ro, em relagao
aguela de zero hora, mostrou ser estatIsticamente significante a niwvel
dep < 0,05.
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periodo apds a administracan do soro

ENSATD contagem em 10' de 100ul <&e sangque

0 hora 3 horas 18 horzs

1 4778 4644 52R3

2 52588 7271 6738

K| 3112 4127 376l

4 1411 1937 1879

5 1280 1345 1666

B 1167 1410 1583

MEDIA 2841 3455 3479

D, PADREQ 1851 2339 2158

! teste t | significancia | porcento do valeor inicial

tl = 1,93582 a,2 >p>0,1 Rl = 171,6
=0,1379 |0,9>p>0,8 R, = 100,6
ty = 3,8828 0,02> p >0,01 R, = 122,4

Ensaio do soro de pacients MRS portador da woléstia
de Graves. Utilizou-se 6 cammdongos devidamente preparados (vide meto
dologia) acs quals administrou 0,5 ml de sfro a ser anzlisadp. Os re
sultados mostram eque a atividade de LATS & neqativa quando se oconside
ra Ry. O incremento da radicatividade verificado na anostra sangquinea
do cammndongo obtida 18 horas apds a administracén do s8ro, em relacio
aquela de zero hora, mostrou ser estatisticamente sigmificanta a nivel
de p < 0,02.
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perfodo apos a administracao do soro
ENSATO contagem em 10° de 100pl de  sangue
0 hora 3 horas 1B horas
1 9749 9504 11383
2 3547 1746 3653
3 5573 4576 6025
4 7945 a1 - 8543
5 8207 8249 10914
6 4985 3943 6443
MEDIA 4667 5819 7930
D.PADRED 2335 2914 2947
teste ¢ significancla |porcento dorvelor inicial
| & = 0,305 0,8 >p > 0,7 R, = 87,2
t, = 13,882 - p < 0,01 Ry = 136,2
ty = 3,417 0,02> p > 0,01 Ry = 118,9

Ensalo do stro de paclente SFD portador da molestia
de Graves. Utllizou-se 6 cammdongos devidamente preparados {vide meto
dologia) acs quais administrou 0,5 ml de sbro a ser analisadn, 0  re
sultados mostram que a atividade de IATS & negative quando se considera
R3. ¢ incremento da radicatividade verificade na amostra sanguinea do
camndonge obtida 18 horas apbs a administragac do sdro, em relagao
dmquela de zero hora, mostrou ser estatisticamente significante a nfwel
de p < 0,02,



periodo apds a administragac do s8ro

ENSATO gemtagem em 10' de 1804l de sangue

0 hora 2 horas 18 horas

1 6712 8916 944%

2 565 BOSS 10674

3 3523 3215 3279

4 11789 11373 11866

5 12769 10063 12105

] 5576 6138 9611

MEDTIA 8099 7633 9456

D.PADRED dg3l 2611 3239

teste t slemificancia | porecente do valer inicial

t, =90,955 0,4>p>90,3 R, = 94,2
t, = 3,461 Q,02> p >0,01 R, = 124,2
t, = 1,756 0,2>p>0,1 R, = 117,2
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Ensaio do s0ro de paciente ©8 portador da moléstia

de Graves. Utilizou-se 6 cammndongos devidamente preparados {vide me
todologia) aos quals administroun 0,5 ml de soro a ser analisade. Os
resultados mostram que a atividade de IATS & negative quando se conalde

.ra R3 0 incrementn da radicatividade verificado na amnstra sanguinea

do cammdrngo obtida 18 horas apbs a admindstracin do sdre, em relagdo

aquela de zero hora, ndo mostrou ser estatisticaments significante,



perindo apds a administracic do =oro
ENSAI0 contagem em 10" d= 100yl de sanque
0 hora 3 horas 18 horas
1 6309 5532 GEeh
2 1423 1681 1741
2 228G 1380 3537
4 3835 3042 3113
5 2357 2406 3468
6 127 2795 4554
MEDIA 3224 3072 3763
D. PADRAD 1720 1480 I 1275
teste £ significinelz  |porcsnto do valor inicial
£, = 0,243 0,9>p>0,8 R, = 95,3
t, = 0,610 o,5»p>0,4 Ry, = 122,5
ty = 2,007 0,2>p > 0,1 Ry = 115,7

76

Ensato do sore de paciente BC, portador da mpléstla

de Graves. Utilizou-se 6 camndongos devidamente preparados (vide meto

dologia) acs quais administroa 0,5 ml de s6re a ser analisado. Os

re

sultados mostram que a atlvidade de LATS € negativa quando se comsidora
Rs. O incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea do
cammdcngo chtida 8 horas apds a administracac do séro, em relacao agque
la de zero hora, nic mostrou ser estatisticaments significante.
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periodo apfs a administragac do séro
ENSATO onnitagem em 10" da 100pl  de sangoe
0 hera 3 horas 18 horas
L 2321 2013 2862
.4 1953 1616 2409
3 849 T 861
4 1082 955 1762
. 5 994 ThE 122
6 6874 6583 11672
7 8385 1273 1065
.8 13330 11861 12340
MEDIA 3536 3242 4055
D. PADREC 4436 4012 - 4Bl2
teste + signifleancia porfento do valor inicial
£y = 0,169 0,9 >p > 0,8 R, = 91,6
b, = 1,462 6,2>p>0,1 R, = 125,1
by = 0,913 - g 4>p>10,3 Ry = 114,7

_ Engaio do sbro de paclente MIN portador da molastia
de Graves. Utilizou-se § cammndonges devidamente preparados {vide meto
dologia) ans quals administrou 0,5 mt da sfro a ser analisade. Os re
sultadns mostram que a akividads de IATS & negativa quando se considera
Ry, O incremento da radica?ividaﬁe verificado na amostra sanquinea do
camndengo obtida 18 horas apds a administracac do sGro, em relagin e
la da zero hora, ndo mostrou ser estatIsticamente significante.
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periodo apds a administragao do soro
ENSATO contagem em  10' de 1l00ul da sanque
I
Q hora 3 hecras . 18 horas
1 BR79 BYE5H BA24
2 29438 30545 34824
3 6027 5644 7252
4 12793 12673 13456
L} 3188 2522 2693
& 4297 2385 3242
7 3558 2808 3442
MEDTA 9267 8834 10612
D.PADRED 9462 10183 12555
* | teste t significangia |porcento do valer inicial
Fl.= 0,924 | 04 Pp > 0,3 Rl == 96,4
_t2 =1,178 _ 0,2 >p * 0,1 RE = 118,8
t3 =1,115 0,4 *p » 0,3 R3 = 114,5

Ensalo do sdro de paciente MASS, portador da molSstia
43 Graves, Utilizouw-se 7 camndongos devidaments preparados {vide metodo
logia) 2o quals administrou 0,5 mi de sSro a ser analisado. ©s resulta
dos mostram que aaﬂﬁdﬂd&dﬂi&ﬂén&g&ﬂwmﬂos&miﬂa&&a. 0
incremento da radicatividade sanguinea do cammdongo cbtida 18 horas apbs
a administracio do sdro, em relagio dquela de zero hora, ndo mMoStrow ser
estatisticamente sigmificante.
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pericdn apSs a administracan do sOro

ENSATOD eontagem em 1¢' de 100pl de sangque

' 0 hora * 3 horas 18 horas

1 3905 4494 4592

2 4705 3337 5854

3 3224 3087 : 3520

4 3684 3531 3691

3 2936 2322 ] 3108

6 2281 2636 2336

MEDIR, 3436 3235 3850

. PADRED 852 760 1228

teste t significancia |porcents do valor inicial

t, = 0,782 0,5 >p>0,4 Ry = 93,3
£, = 1,508 0,3>p > 0,2 R, = 1i8,7
t3 = 2,216 - 0,1 >p > 0,05 R3 = 112,56

Ensaio do sdro de paciente MMC portador da moléstia
de Graves, Dcilizou-se 6 cammdt:sntgﬂs' devidamente pretratados {vide me-
tedologia) acs quais administron 0,5 ml de sOro a ser analisado. Os re
sultados mostram que a atividade do IATS & negativa cuando se considera
RS‘ 0 incrementg da radicatividade verificado na amcstra sanguinea do

- cammndongs obtido 18 horas apds a administragac do sGro, em relagao ape

-la de zero hora, nao mostrou ser estatisticamente sicmificante.
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periodo apds a administracgio do soro
ENSATO contagem em 10" de 100ul de sancue
0 hora 3 horas 18 horas
I 1 4858 4863 G898
2 299] 2842 2119
3 47183 4756 5385
4 5218 3306 4042
5 2245 1720 2375
6 8204 7184 10929
MEDTA 4716 4111 5125
D, FRDRED 2074 1518 - 3228
teste £ gignificincia | parcente do valor indcial
tl = 0,198 0,9 »p > (0,8 Rl = 87,2
t2 = 1,687 . 0,2>»p>0,1 R2 = 121,49
t, =0,707 | C,6 > p > 0,7 ' Ry = 108,6

Ensaio do sSro de paclente 1AS portador da molSstia
de Graves. Utilizou-se § camindenges devidamente preparados (vide meto
dologia) aos quais administrcu 0,5 ml de sOro a ser analisado. 0s  re
sultados mostram que a atividade de LTS & negativa quando se considera
Ry, O incremento da radicatividade verificado na amostra sancquinea do
. camundongo obtida 18 horas apds a administragdo do sdro, em relagio age
la de zero hora, nao mostrou ser estatIsticamente significante.
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periode apds a agministracao do sbro

ENSATC contagen em  10' de 100pl de sangue

0 hora 3 horas 18 horas

1 1886 1803 2200

2 2224 1441 2300

2 1068 781 1317

4 2991 1992 2657

=] 1601 1130 1481

& 2370 1846 371

MEDTA 2141 1459 2278

D PADRED 661 471 B&o

teste t significancia | porcento do valor indiclal

t1 = 0,439 0,7 > p 20,6 Rl = 73,4
t2 = 3,378 0,05> p 0,02 R2 = 151,9
ty=0,992 | 0,4 >p 0,3 Ry = 106,4

Ensalo do sdro de paciente MND portadar da moléstia
de Graves, Utilizou-se 6 cammdongos devidarents preparados {vide meto-
dolcgia) aos cuals administrou 0,5 ml de s&ro a ser analisadec. Os re
sultados mostram que a atividade de LATS & ?nagati.va quandc se considera
Ry. O incremento da radicatividade verificado na amostra sangufn=a do
cammdongo cbtida 18 horas apds a administracho do sdro, em relajdo dgue
la d= zero hora, ndo mostrou ser estatisticamente significante.
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pericde apbs a administracdo do sfro
EMSATO contagem em 10" de 100ul de sangue
0 hora 3 horas 18 horas
1 3018 1215 3062
2 eed’7 5151 6702
3 115586 11253 13558
4 10054 717 10398
3 3641 , 2351 3226
G 7008 3526 6537
7 2485 2476 3071
8 2381 3451 066
g 1265 , 1067 967
MEDIA, 5441 4187 5625
D\ PRORFD 3855 3473 4112
testa t significancla | porcento dg valer indcial
t, = 0,238‘ 0,8 * p »0,8- R = 78,3
Lty = 3,314 0,08* p »0,01 R, = 134,1
t, = 1,085 0,4 > p >0,3 Ry = 1044

) Ensalo do sdro de paciente MRS, portader da meléstia
de Graves., Utilizou-se 2 cammndongos devidamente preparados (vide meto-
dologia} aos quais administrou 0,5 ml de s8xo a ser analisado. Os resul
tados mostram que a atividade do LATS & negatlva gquando se considera Rqe
O incremento da radicatividade verificado na amstra sanguinea do camm-
denge cbtida 18 horas apds a administracao do sdro, em relacas doquela de
Zer¢ hora, nao mostrou ser estatisticamente significante.
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pericdn apds a administracdo do sCGro
ENSRIC contagam em  10' de 100ul 4z sangue
0 hora 3 horas 18 horas
1 13270 12673 10655
2 8488 7838 8896
3 4369 4584 , 4514
4 5615 5721 7525
5 6527 BE18 9616
& 45390 3320 2E75
MEDTR 7143 7009 7297
D.PADRED 3355 g222 3018
teste t giepificancia | porcento do valor inicial
£y = 0,382 0,8 >p > 0,7 R, = 98,1
£, = 0,461 0,6 > p > 0,5 R, = 104,1
£, =0,179 | 09>p>0,8 R, = 102,1

Ensals do sdéro de pacients MY portador da moléstia
de Graves. ©Utilizou-se 6 cammdongos dovidamente preparados (vide me-
todologia) acs gquais administrou 0,5 ml de sOro a ser anallsado. O=
resultados mostram cue a atividads de LATS e negativa quands se consi
dera Ry O incrementy da radicatividade verificado na amestra sangui
nea do cammdongo cbtida 18 horas apds a administracdo do sbro, em re
lacao aquela de zexo hora, ndo mostrou ser estatisticaments significan
te,
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pericdc apds a administracac do soro
ENSATO contagem em ,'!,II.ZIF de 1004l d&  sangue
0 hora 3 horas 18 horas
1 3142 2314 ) 3286
2 1753 1476 1821
3 4465 38848 4552
4 4002 3831 3332
2 4006 3308 2652
& 3363 3001 3422
MEDIA 3463 2588 3452
L, PADRAD 947 955 3284
teste t significancia | porcento do valor indclal
tl = 0,421 0,7 > p >20,8 . Rl = Bg&,b
'tz =0,133 .| 0,9 >p >0,8 R, = 109,9
t3 = 671 0,5 > p 0,4 R3 = 99,7

Ensaio do stro de paclents MCT portador da moldstia
de Graves. Utilizow-se 6 cammdongos devidamente preparados (vide moto
dologia) os quais administreu 0,5 mi do =6ro a ser analisado. Os resul
tados mostram que a atividade do IATS & negativa quando se considera Ry

' 0 incremento da radicatividade verificado na amcstra sanguinea do camm
dengo cbtida 18 horas apds a  administracic do sbro, em relagio aquela
de zero hora, nao mostrou ser estatisticamente significante,



periodo apds a administracio do sdro
ENSATO contagem em 10" de 100 ul do sangre
0 hora 3 horas 18 horas

i) 47246 4550 s404

2 5139 5402 alon

3 7583 73359 rLY

4 4595 " 3962 3906

5 5178 3530 2994

0 3724 2612 3730

MEDIA S157 4732 4983

0, PADRAD 1289 1454 1779

teste t significéncia | porcento do valor indcial

£, = 0,157 0,9 » p >0,8 Ry = 105,3
‘t‘.z = 1,193 0,2 >»p>»,1 R2 = 105,2
'1.'.3 = 0,376 0,4 >p >0,3 R3 = 96,8

86

Fnsaio do sdro de paciente 2RL portador da moléstia
de Graves. Utilizou-se 6 cammdonges devidamente preparadecs (vide meto
dologia) aos quais administrou 0,5 ml de sGro a ser analisadc. 08 re
sultados mostron que a atividade de LATS @ negativa quando se considera
Ry. O increrento da radicatividade verificado na ampstra sancquinea do
cammdenge cbtida 18 horas apds a administracdc do sdro, om relagdo e
’ la de zerc hora, nio mostrou estatlsticamente significante.
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perfodo apds a administraciZo do stro
FNSAID contagem =m 10° de 100pl de sandque
0 hora 3 horas 18 horas
1 2064 5845 8472
2 5843 49946 2623
3 2RE2 1289 . 1358
4 8317 7086 H315
5 5817 5357 4567
6 6859 5507 7593
vEDTA 5977 5237 Bg83
D.PADEED 2251 2193 2522
teste ¢ significincia | parcento do valor indcial
tl = 00,454 0,7 >p >0,6 Rl = 87,7
tz = 0,729 0,5 »p »0,4 112 = 108,7
l:3 = {J,382 0,8 >»p»,7% R3 = 95,2

_ Enzaio do soro de paciente %P, portador de moléstia
de Grave. Utilizou-se & cammndongos devidamente preparades (vide meto-
dologiz) acs dquals administrou 0,5 ml de s0ro a ser analisado. Os re
sultados mostram cque a atividade de LATS & negativa quando se considera
Ry O incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinea do
- camndongo obtido 18 horas apds a administracao do sfro, em relacao #gue
la de zero hora, nan mostrou ser estatisticamente significante.



88

periodn apds a administracas do sbro
ENSATO contagem em 10' de 100yl de sangue
0 hora 1 horas 18 horas
1l 8542 8027 a4z2
2 2911 3544 1668
3 5162 F338 5942
4 5446 4196 4465
al 1806 2049 2019
) 3248 3075 2516
7 7188 6317 SES0
g 4278 4895 48099
MEDTA, 4822 4992 4577
D.EADERHD 2250 2175 1885
testa t significancia | porcente do valor inteial
tl = 0,469 0,7 »p > 0,8 Rl = 103,5
f.:2 = 0,488 9,7 > p > 0,6 R2 = 93,7
1.‘.:3 =0,251 . 0,9 >p> 0,8 R3 = 549

Ensaio do sSro de paciente MOR, portador da moléstia
de Graves. Utilizou-se 8 cammdongos devidamente preparades (vide meto-
‘deologia) aos quais admindstrou 0,5 ml de sfro a ser analisado. 0Os resul
tados mostram que a atividade do IATS & negativa quando se cansidara Ry.
0 incremento da radioatividade verificado na amostra sanguinea do camm

dongo obtida 18 horas apbs a administragio do sfro, em relacao aguela de
' zaro hora, nao mostrou ser estatIsticamente significante,
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pericdo apds a adminiskragdo do soro
ENSATO cantagem em  10' de 100pl de sangue
0 hora 3 horas 18 horas
1 6178 4877 5168
2 5663 1228 34458
3 7445 7940 7694
4 11250 14300 7443
5 5310 4510 4700
6 1767 1583 1643
7 2188 1406 2294
8 4485 4204 4152
MEDIA 5623 5019 4567
5: D.PADRED 3008 4386 2189
tosta significincia | porcento do valor indeial
£, = 0,808 4,5 »p > 0,6 R, = 89,2
t, = 0,472 0,4 >p > 0,3 R, = 21,7
| €,=0,214 | 0,9>p>0,8 Ry = 81,2

_ Ensalo do sfro de paciente MPC, portador da moléstia
de Graves. Utilizow-se 8 cammdongos devidamente preparados (vide meto—
dologia) aos quals admindstrou 0,5 ml de sBro a ser analisado. Os resul
tados mostram que a atividade de IATS & negativa quando se cu;_ﬂideraR_T

-0 incremente da radicatividade verificado na amostra sanguineas do camm-—
donge obtida 18 horas apds a admindstragdo do sdro, em relacao  daguela
de zerv hora, ndag mostrou ser eskatisticamente signdficante.

. — . e bk = m




-

periode =pos a administragac do sbro.
ENSATO contagem am 10" de 100l do sangue
0 hora 3 hecras 18 horzs
1 8169 s080 ci24
2 6856 K758 6130
3 Bles 3900 4010
4 1531 1211 1432
5 2244 2415 1750
c 897 7032 650
MEDIA 4180 3345 3350
D.PEDRED 3po2 2283 2422
teste £ siemificincia | porcento do valor inicial
tl = 0,242 0,9 >p > 0,8 Rl = §0,04
’ tE = 0;315 D;B > P > ﬂ,? Rz = 10014
t3 = {];253 D;a > B > D'? R3 = 3915
: 1

_ Ensalc do.séro de pacients EPS portador da moléstia
de Graves. Utllizou-se § cammndongos devidamente preparados (vide meto
dologial aos quals administrou 0,5 ml de sOro a ser analisado. 03 2
sultados mostram que a atividade do I&TS € negativa cuando se considera
R,. O Incremento da radicatividade verificado na amostra sanguinez do
cammdonge chtida 18 horas apds a administragao do siro, em relacao ape
de zero hora, ndo rostrou ser estatfsticamente significante,
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