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PADRONIZAGAO E APLICAGAO CLINICA DO RADIOIMUNOENSAIO DE
SOMATOMEDINA B SERICA HUMANA. DESENVOLVIMENTO DO
METODO DE RADIOIODAGAO ENZIMATICA

Elsis Neiva Domingues da Silve Gomes

Padronizaram-se a8 diferantes fsses npera 0 radicimuncenssio de SM-B, efetuando » radiciodecio pslo mitodo
enzimdtico @ 8 puriticaclio em Sephadex G-25 tino e posterior repurificacBo em G-75. Demonstrou-se qus 8 preperaglio
d» SM-B mercade com 125" apressnts purezs radioquimica de 99,8%, stividede especitica média detsrmineds pelo
mitodo de suto deslocamento de 54,1 1 3,6 LCi/Lig ¢ ligacBo de 98% em pr ca de de anticorpo.

- A seperaglo das frecBes livies e ligadas foi feits pelo método do segundo snticorpo, spbs um perfodo de
incubecho de 4 dias » 4°C.

A anflise estsiistics do método demonsirou » sua especificidsde, analisads atrawls do estudo do efeito de
diluicdo do soro em dewrminagbes de SM-B endOgena. O cosficiente de correlacdo entre 0s diferantes volumes de sov0
@ velores obtidos. foi r=0,9944, O estudo da exstiddo, demonstrou recuperscBes de scros, adicionsdos & soluclo
pedrio, de 83% e 103% pers respectivamente 0,21 s 1,03 ng/mi de SM-B adicionada. O cosficiente de correlecBo entre
08 valores esperados ou tedricos ¢ 03 obtidos nas proves de recuperaclo, foi r =0,9933. A preciso foi estimade pels
reprodutibilidade intra @ inter-enseios. O primeiro caso, coefici de iaclo de 9,7; 5,1 ¢ 4,9%
resSpactivemente, pars 83 86.05tTes JOS 30108 COM elevedo, Midio @ beixo teor de SM-B. O3 costicientss de variaclo ne
reprodutibilidade inter-enssio foram de 11,1; 7,0 ¢ 7,9% pers vaiores sitos, médios o beixos de SM-B respectivermente,

A ssmsibilidede de técnica determinede por snélise discrets dos pontos iniciars de cuvve padro, resultou em
0,31 ng/mi ¢ 0,37 ng/mi no ponto de 0% de ligeclo.

Finelments spresents-se os niveis de SM-B sfricos encontredos em individuos normeis @ com alteracBes de
smcreclo ue RC04,

1= INTRODUGAO
1.1 ~ Importincie dos Radioisdtopos em Medicine ¢ Biologia

Os radioisdtopos sBo iargements utilizados em medicine nuclesr e biologis, na forms de fontes
de irrsdisclo @ ne forma de tracadores. No primeiro csso, os radionuclideos nlo interagem diretamente
com o meio irradiado, este apenas recsbe as radiscles emitidas pelo radioisétopo. No segundo, o proprio
radioisOtopo interage com o sistems em ariblise e ¢ incorporado por este.

As fontes de irvediaclio s8o amplamente empregadas em udlomnpln‘“' @ O seu U M faz quer
8 disthncia, quer em contato com o material bioldgico, sendo perticularmente Gteis no tratamento de
tumores malignos. As fontes redioatives sfo tambim usades em radioblotogin"”, onde 8 irrigacio de

Aprovade pers publicaco em Sewmbro/1978.



cultura de tecidos ou células dé subsidio so entendimento dos efeitos da radisclio & nivel de biologia
molecular3! ¢ g0 estudo da radiossensibilidede'4’ de diferentes organismos, bem como os efeitos de
substincias radioprotetoras e udvommnbtllndons 1) , frente & exposicio em diversos n(veis de doses de
radiacio.

Os trmdoresn”, mediante contato Intimo e interacBo com o sistema biolégico, sdo
empregados em medicina nuclear para terapdutica e sobretudo para diagnéstico. No primeiro caso, os
tracadores visam a destruicdo celular decorrente da incorporacdo de determinado radiofdrmaco
administrado em alta atividade. Cita-se o emprego do iodeto em atividade elevada, que se presta ao
tatamento exigido em circunstancias onde p etende-se suprimir par:ial ou totaimente a glandula
tireiodi.'ma"‘,4

No caso de diagndstico, 0 uso de tracadores pode ser classificado como “in vivo” e “in vitro”,
ne dependéncia do radicis6topo ser introduzido no organismo em andlise, ou somente entrar em contato
com o material biolgico através dos fluidos corpbreos sem a prévia administracdo do radionuclideo. O
uso de tracadores nas provas “in vivo”, implica na administragdo de radioisétopos av paciente para
posterior deteccdo externa das radiacdes provenientes do corpo. A utilidade clinica do radiofi maco
empregado é dependente da capacidade do radionucildeo concentrar-se seletivamente em determinado
b6rg3o de interesse. Em respeito a esta limitagdo, os radioisbtopos s3o administrados sob diversas formas
quimicas. £ o caso por exemplo do iodo que se mostra um elemento de grande valia em medicina
nuclear, dado a sua vasta utilizagdo nas provas isotbpicas. A administracio de iodo sob a forma anidnica,
ocasiona a reten¢3o deste elemento na glindula tireoidiana, em consequéncia da captacdo do iodeto pelas
cflulas da tiredide. Desta forma, & possivel a avaliacdo do estado funcional e da conformac3o da glandul.:
por meio dos estudns de captacdo e cintilografia tireoidianas. Em contrapartida, quando o iodo é vsado
na cintilografia pulmonar, emprega-se 0 composto de macro-agregado de albumina marcada com este
elemento.

O uso de tragadores nas provas “in vitro” implica na marcacdo da substincia de interesse,
utilizando-se um radioisdtopo adequado, sem expor o organismo em estudo aos efeitos da radiagdo.
Como exemplo, cita-se a determinagc3o da concentrac3o de hormdnios no sangue, mediante a utilizac3o
de hormdnios marcados com '2°) sem a prévia introdug3o deste is6topo no organismo de interesse.

1.2 - Provas “In Vitro”

O uso de tm;adores nas provas "in vitro'31) permite a8 mensuracdo das substancias existentes
cm quantidades diminutas nos fluidos corpbreos. Os métodos quimicos e biolégicos uwaus“s’
mostram-se pouco sensiveis e carentes de especificidade, tornando-se, portanto, inadequados para 8
determinecdo de substincias existentes em micro quantidades, tais como os hormdnios. As técnicas“"
que fazem uso de substincias marcadas com tracadores radioativos e que consistem na competicdo de
duas formas da mesma moléculs, uma marcada e outra ndo radioativa, para ocuparem os sitios de
ligagdes de uma terceira de mennr concentracio, sdo denominadas genericamente de ensaios por ligacdo
competitiva — “Competitive Binding Assay” (CBA) ou de andlise por saturuclio, este itimo sugerido por
Barakat 8 Ekins em 196123) Ag beses dessas técnicas fonm anuncisdas por Yalow ¢ Rerson em 1959
na determinacio de Insulina por ndooumunocmmo (R1a)13 pov Ekins em 1960 ns Josagem de tiroxina
pela sndlise por ligagdo competitivs protcoca‘"’ As origens dessas técnicas repousam no conceito de
complexo sntigeno-anticorpo. |

Antigeno & qualquer material que, 80 penetrar NO organismo, é capaz de provocar 8 formaclio
de sei antagonists fundsmental, Anticorpo ¢ ume prote/na da classe du globulinss, forrnada pelo
organismo em resposta 20 estimulo sntignico. A molécula do lntiwrpo' difere de moléculs de ums
globuline normal por possuir uma bres de conﬂquuao complementsr dquela do ;rupo antignico com o
qual ela resge. A dres complementar ¢ donomimdn sitio da ligaclo ¢ ocupe oproximodomomo 1% de
superficie de moléculs de gama globuling que um um peto moleculer de 160, 000'4



A capacidade demonstrada pelos anticorpos de somente -eagirem com o antfgeno usado para
wroduzl-los, é denominada especificidade. Esta propriedade 4 de extrema importancia, desde que torna
possfvel nSo somente a deteccio mas também a determinagdo de antigenos em misturas, que de outrs-
forma seriam de dificil quantificagdo.

Apés as observacBes da formagdo de anticorpos por Collip e Anderson em 1934‘30', por
repetidas injec8es de tirotropina bovina em ratos, detenvolveu-se o conceito de complexo
antigeno-anticorpo.

Desde ent3o, muitos progressos foram feitosw”, permitindo dosagens de vérios iiormdnios,
como também de moléculas pequenas até mesmo lons. Assim surgiram outras
!cnicas(z'm's"”'58'68'73), nas quais o uso dos anticorpos foram substituldos por outras moléculas.
De acordo com a molécula usada, as técnicas recebem diferentes denominacdes. No caso de ser uma
protelna de ocorréncia natural, é designada de ensaio por ligagdo competitiva proteica — ‘‘Competitive
Protein-Binging Assay’” (CPBA). Os primeiros a fazerem uso de tal procedimento foram Ekins'23) o
W‘\.lrphy(58 . Quando a pro*~ina empregada & o anticorpo, a terminologia usual é radioimunoensaio
‘radioimunoassay’’ (R1A)2) Quanco usamos uma enzima, O ensaio passa a ser chamado
radioenziméticon”. Quando se emprega anticorpos marc:dos, especfficos para determinado antfgeno, a
técnica recebe 0 nome de ensaio imunorradiométrico, Esta técnica foi desenvolvida por Miles e Hales em
1968‘34'4”. Ha ainda outra andlise denominada ensaio por receptore:, primeiramente usados por
Lefkowitz e Goodfriend em 1969 no estudo da interagio de 125 _ ACTH e 125 _ antigiotensina,
respectivamente, co..: 0s receptores especfficos das céiulas alvo”:”.

Conforme demonsiiado pelo estudo da ligacio de hormdnios peptidicos a receptores
especificos, 0 primeiro passo para a agio de hormdnios em tecidos alvos, é a sua ligagdo com os sltios
receptores especfficos das células alvo'73). 0 uso de receptores em substituicio ao uso de anticorpos,
permite a quantificacdo de hormdnios biologicamente alivos‘GB'”’ no plasma.

O princfpio de todas estas técnicas & 0 mesmo e consiste no seguinte: se uma protefna com
capacidade ligante (P), apresentando sftios de ligagdes especfficos, & colocada em contato com
determinado substrato (S), formar-se-4 um complexo P — S no meio de rea¢iin. Se um substrato marcado
isotopicamente (S ) é adicionado a esse meio de reacio, um complexo P — S " também se formars. A
ligagdo do substrato 3 protefna ligante é reversivel ¢ consequentemente, a adi¢do do substrato em
concentracdo tal que exceda 0 nOmero de sitios disponiveis da protefna ligante, resultard na competic3o
dos substratos marcados S* e ndo marcados (S) para ocupar 0s actios dispon(veis. Esta competi¢3o serd
proporcional 3 concentragdo existente de S°e S, obedecendo a lei de ag3o das massas. Se as amostras de
P e S°® s3o0 mantidas constantes, a adiclo do substrato n3o marcado (S) Jevard 3 formagdo de maior
quantidade do complexo P~ S e 3 consequente diminuicdo da formacdo do complexo P —S° Assim,
Quantidades desconhecidas de S podem ser lidas diretamente da curva padr3o, que foi obtida pela adiclo
de quantidades crescentes e conhecidas de S a quantidades fixas de P e S°

Embora as técnicas sejam usadas principaimente para a determinacBo de hormdnios, o principio
geral pode teoricamente ser aplicado a qualquer substdnciss, desde que um sgente com capacidade
ligante seja utilizado de forma adequads & determinads situaclo.

1.3 — Radicimunoenssio
1.3.1 - Histbrico

A importdncis -~y desenvolvimento desta técnica pode ser splicada se levarmos em consideraclo
slguns fatos: as andlises quimicas e biolbgicas“a‘ disponiveis até o final ds décads de 50, careciam de

sensibilidade e especificidade necessdriss para a quantificacBo de substinciss presentes em n(veis
extremamente baixos, tais como os hormdnios!30:47.81) 4, concentracBes plasméticas de hormdnior



tireoidianos e esteroldicos eram determinadas por técnicas quimicas no especificas, tais ?orno ?
solubilidade diferencisl destes compostos ou 0 conteldo de iodo nos hormdnios tireoidianos 300 A
inexisténcia de especificidede destas técnicas resultavam na memsuraclo de protelnas plssméticas -
estruturalmente similaras e em concentragBes bem superiores Aquelas dos hormdnios peptldicos
plasméticos.

Em contrapartida, o radioimunoenssio'® 21 oferece a sensibilidade, especificidade, precisio e
praticabilidade exigidas, tornando exequivel s micro-determinacdo de uma substincis especifica, »
despeito da presenca de viriss outras existentes N0 mesmo sistema em estudo, COM pouca OV
frequentemente nenhuma interferéncia destas. O uso de antigenos marcados permite a quantificacio de
sua concentracdo em pg/mi, valor este que 4 inferior dquele normalmente encontrado no meio bioldgico,
sinda que se use para a sua determinagdo, volumes de soros menores que 0,1 mi.

Berson e Yalow reconheceram a necessidade de dispor de um método sensivel e especifico que
possibilitasse a dosagem de hormdnios peptidicos, e introduziram os métodos radioméwicos para
determinar a rea¢do antigeno-anticorpo’" .

A extraordindria especificidade da reacSo ¢ sua mensuracio foram mlindu':", e estudos
posteriores culminaram com o uso de anti-soros adequados, permitindo o desenvolvimento de um ensaio
sensivel o suficiente para possibilitar a medida de insulina plasmética humana'®?).

1.3.2 — Aplicagiio

A aplicac3o e o desenvolvimento da técnica de radioimunoensaio revolucionou a endocrinologis.
A sua utilizag3o er; outros campos tais como virologia e toxicologia tornou possivel a mensuracio de
diversas substancias'3%! ¢ o entendimento de mecanismos fisiolOgicos e patoldgicos em diversos campos
tais como em gastroenterologia, hematologia, nefrologis, oncologia e farmacologia.

1.3.3 — Principios do Método
A reaclio, como j§ salientamos, obedece ) lei de aclo das masias e é descrita pela expressfo:
K
A¢+Ac"<" . Ag - Ac onde K; = constants de associaclo & K, = constants de dissociscic, que pode ser
1

melhor visualizada pelo esquema seguinte:

Antigeno omplexo antigeno
marcado - rcado anticorpo
(Ag") - (Ag*-Ac)
Ve
Anticorpo
eapecifico
(Ac)
\
Antigeno Complexo antigeno
nao marcado | — " | nio marcado anticor-
(Ag) e | po- (Ag-Ac)




A reaglo & reversivel @, em decorréncia da baixa concentragdo usada de aiticorpo, a adicio de antigeno
nlio marcado 3 misturs produzird uma competicio quantitativa com aquele marcado. Assim quanto Maior
8 quantidade de antigeno ndo marcado no meiv da reac30, menor quantidade de anticorpo estard
disponivel para a ligac¥o com 0 marcaco. Mantendo constante a quantidade de anticorpo e de antigeno
marcado correspondente, 3 adi¢3o de (adides de antigeno ndo marcado em concentracles crescentes,
ocasionard um deslocamento proporcional daquele marcado 8 partir do complexo antigeno-anticorpo
(Ag°— Aci em obediéncia a lei da ac3o das raassas.

1.3.4 - Procedimento

O método consiste em: selecic do anti-soro, preparac3o do antigeno, nnuno ensaio, separa¢io
das frag3es livres e ligadas a0 anticorpo apds atingirem o equilitrio de reicao, determinacio das
stividades correspondentes, construcao da curva padrdo. leitura das concentracoes das amostras a partir
da curva.

Embora as diferentes substancias dosadas pela técnica de radicimunoensaio obedecam a0 mesmo
procedimento do método, cada técnica apresenta problemas individuais que devem ser analisados e
solucionados para cada caso particular.

1.3.4.1 — Selegdo do Anti-soro

As técnicas de radioimi.oensaio requercrn 3 produgao de anticorpos capazes de se higarem
especificamente 3s substincias que se deseja quantficar. O anticorpes & produzido injetando-se 8
substincia a ser meciida (antfgenoi em animatl de outra especie repetidas vezes, até que haja a3 formaglo
de anticorpos capazes de reagirem com 2 antfgeno formador,

A experimentacio imunoquimica mostrou que & mokcula de anticorpo (Ac) com um peso
molecular médio de 160.000 contém dois sitins de figac3o'*®’. O tratamento termodinamico dos dados,
na experimentagdo imunoquimica, indica que as for¢as de ligagGes entre os sftios disponfveis dos
anticorpos e 0s ant(genos especfficos, apresentam baixa energia de ligag5o, da ordern daquelas
encontrades em pontes de hidrogéﬂio‘sg‘.. Apesar dz baixa energia de ligagdo, as constantes de
associacdes intrinsecas refletern um aito grau de complexacio na reacio de anticorpos com os haptencs
pars formarem comp!cxos‘:’o’. O antigero marcado usado na reaglo, combing com o anticorpo
especifico para formar o romplexo antfgeno marcado-anticorpo.

O anti-s0r0'3941) geve conter anticorpos da especificidade apropriada, com uma aits constante
da sfinidade @ com um titulo suficients para um razodvel nGmero de ensaios.

A diluiglo ou tftulo apropriado do antisoro'®!) deve ser tal que permita ume ligagio de 50%
do sntigeno radiostivo com o anticorpo, ne suséncia de antigeno njo marcado.

A semsibilidade do enssio depende ds diluic3o apropriada do snti-soro ¢ da stividade espec(fics
(a.£.) do antfgeno'??),
1.3.4.2 -~ Antigeno Mercado

O prepero do antigeno marcadn requer a seleclo dc radionuciideo, 8 maer do sntigeno, o
purificaclo ¢ o avelisclo do procedimento empregedo. A escolhs do redionuclidec'18-90-40.41) pogqinge

especisimants ns 5.2, que se desejs obter ¢ na miabilidade do composto mercado,

Os radionuciidecs de meia vids longs, como '4C (5.740 snos) o 2H(12.3 ancs) epresentam o
vantagsm de serem diretaments incorporsdos ds cadeiss de molécules orolnleu"". Consequntements,



a8 marcacdo de antigenos com estes radionuclfdeos ndo acarretaria a diminuigio da capacidade
imunorreativa'4%’. Contudo, a sensibilidade desejdvel no método de radioimuncensaio nJo pode ser
obtida com a incorporac3o de radionuclfdeos de meia vida longa pelo fato destes possufrem baixa taxa
de desintegragdo. Assim o uso do '4¢ e 3H & restrito a casos especiais, onae a marcajdo do aiilgeno
com os radionuclfdeos emissores gama ocasiona a perda de imunorreatividade em consequéncia de
extensas modificagdes estruturais na molécula do antfgeno. Entretanto, esta necessidade de preservacdo
da identidade molecular leva A desvanteyem da obtengdo de compostos marcados com 3H ou 'C de
baixa atividade espec(fica. Os hormdnios sdo <encontrados em baixas concentracBes plasmaticas,
necessitando de um sistema sensfvel para a sua detecgdc. Os radioisdtopos do indo 13'! e 125|,
oferecem numerosas vantagens para a marcag3o de antigenos ern radioimuncensaio, quando comparados
com os nuclideos de meia vida longa, 14ce 3N,

Um 4tomo de '3'1 substitufdo numa molécula de insulina produz uma taxa de desintegrac3o
200 vezes maior do ?ue aquela obtida se todos os 263 4tomos de carbono na molécula fossem
substitufdos pelo "C 164 Altas atividades especificas s3o obtidas com procedimentos quimicos
relativamente simples de marcagdo de antfgenos com iodo, com retencio satisfatbria de
imunorreatividade. Entretanto, as vantagens do uso 125, sobrepujam as do 131)(25.16.41)

A menor eficiéncia de contagens obtidas com 3 I, o maior dano potencial ao antigeno causado

pela radiacdo beta, e a sua menor meia vida, favorecem o uso do 125,(25) Na maioria dos Jaboratérios,
um tempo médio de seis dias derorre entre a riarzazdo do hormdnio e a contagem das amostras. Ao
final de<te perfudo, o 131, perde 40% da sua atividade inicial, enquanto o V25 rotém 94%. Além destas
vantagens, 0O 125 possui maior a.f. e é praticamente livre de carreadores.
As marcagdes ou iodagGes biolbgicas“su ocorrem pela substituicdo do iodo pelo dtomo de
hidrogénio na molécula da pro*efna. O radioiodo é fornec:do na forma de iodeto, tornando-se necessario
0 uso de agente que promova a sua oxidagdo, em todos 0s processos que envolvem esta reagdo, pois
somente o iodo na forma livre reage com a protelna.

Embora em certas circunstaicias o iodo possa reagir com O0s grupos sulfidrilamg"m,
triptofano""” e histidina“z’, a reagdo principal e em mMaior grau ocorre cCiTi @ tirosina“s's"’g).
As reacdes do iodo corn as tirosilas''® envoivem um mecanismo ionico entre fon fenolato
daquele grupo e a forma catidnica do iodo (I*) formada no meio aquoso de reacio a partir do iodo
livre (I;). As condicBes de iodagdo sdo otimizadas em pH levemente alcalino e dependem da
concentrago do iodo utilizado.

Inicialmente, védrios agentes oxidantes foram usados, como nitrato, persulfato, como também o
wso de iodo ativo pré-formado em icdeto de potéssiomg’, e em todos estes métodus, 0 aproveitamentc
de radioiodo é apenas de 50% da sua concentra¢So total, pois somente a por¢do catidnica dele liga-se 80
anel da tirosina. Por esta raz3o n¥o se obtém alta a.k,, embora a primeira preparacio bem sucedida de
131 _ inwlina(gs’, fosse decorrente de uma variacSo desse procedimento.

Em 1958, McFarlane'5®! introduziv o uso de monocloreto de iodo (IC) que faciiita »
utilizacBo méxima do iodo. Entretanto, esta técnica possui & desvantagem de permitir @ substituiclo em
certo grau do carreador adicionado na forma de '27I-Cl, e a marcac3o de substdncias em nfveis de
miligramas mas, nSo em niveis de micrngramas conforme exigido pelo radioimunoensaio,

VarisgBes dests técnica foram propoms‘“’ e ums destas apresentada por Hunter e
Greenwood'33! permitiu preparacBes de aitas stividades especificas. O método da cloramina 7133 ¢
amplements empregado na marcaclo de diverses substdncias'38-40.84.77) ¢ onsiste no uso de cloramina
{p-tolueno sulfonamida N-monoclorads) como agente oxidante do iodeto. A cloramina T em soluclo
quose forme o écido hipocloroso, que promove condicBes de oxidaglic.

A reaclo é similar dquels que faz usoc de monoclorete de iodo ¢ que aqui ¢ formedo como



Tabels 1.1

Nuclideos Usados em Enssios Competitivos Segundo Tothill — The Use of the
Scintilistion Counter in Radioimmunoassay

Nuclideo T2 Emissfo 2L, todrica

{Ciat-mg™')
H 12». B 20
14¢ 5700 anos [ 0,06
125) 60 dias v+ X 2160
131 8 dias B+y 16200
735 121 dias r+X 1070
$7¢Co 270 dias 7+ X 480

Tabela 1.2

Propriedades dos Is6topos de Jodo Segundo Chervu e Murty“e’

128 131
meia vide 60 dias 8 diss
Principeis fotons e abundéncis 27-36 Kev {144%) 364 Kev (80%)
Eficiéncis de contagem em

detetor de Nel =~ 90% ~ 46%
8.2, tedrica (mCi/ug) 174 126
Abundincis isotépica em

produtos comerciais 6% ~ 26%

Janela de contagem 20 - 80 Kev 310 — 410 Kev




passo intermedidrio do processo. Esse método permite marcac3o de protefnas ao nivel de micrograma e
com alta atividade especffica. Entretanto, estas preparacBes s30 menos estiveis, sendo frequente a
formac3o de espécies com mais de um 4tormo de radioiodo substituldo, ocasionando a diminuigio da
imunorreatividade'45-47.77) ¢ 3 maijor formacdo de produtos de degradacdo e agregados
mo|eculares(“'85'7”, resultantes da exposicio da protelna 3 agente oxidante potente como a
cloramina T. Pequenas modificacBes deste método foram propostas“‘ com a finalidade de diminuir os
efeitos dos agentes oxidantes durante o processo da ioda¢3o.

A oxidagdo enzimética do iodeto pela lactoperoxidase, oferece um método de marcacdo de
virios hormdnios'37.56.51.65.84) o, quantidades de microgramas com a.l. elevada. Este método ndo
emprega agentes redutores ou oxidantes, embora faga uso de uma quantidade minima de perbxido de
hidrogénio coma catalizador. Os antigenos preparados por este método s3o superiores Adqueles preparados
pela cloramina T, pois apresentam maior imunorreatividade, maior estabilidade e menor quantidade de
produtos degradados. Este método foi empregado primeiramente por Marchalonis em 1969'5”,
seguindo-se Morrison, depois Bayse e Webster, e por fim Thorrel e Johansonm”, todos em 1971,

O dano & molécula do antigeno na marcacdo eletrolftica apresentada por Rosal’2! & queno,
mas o seu uso, em nivel de micrograma, é restrito. A iodag3o por reagao de troca isotbpica‘16 embora
n3o leve 3 preparacOes de alta a.f., pode ser efetuada em compostos que contenham dtomos de iodo.

A marcag3o por conjugacdo utilizada por Bolton e Hunter, envolve o preparo de uma
molécula de ' 2°1.éster pelo método da cloramina T, sua purificacdo para retirada de todos os agentes
redutores, e a subsequente conjugacio do éster ao grupo amino livie da molécula de proteina. Este
processo pode levar 3 diminuigdo da imunorreatividade do antfgeno marcado em consequéncia da
condensacdo do grupo amino, embora evite alteragdo da imunorreatividade decorrente da iodac3o dos
grupos tirosinas. Entretanto, a a.f. da preparag3o é um pouco menor por este método.

(16,40,41)

A purificagdo da preparacio & um processo indispensdvel e visa a separagdo dos varios
componentes da mistura de iodag¢3o, isto é: 0 horménio integro, os produtos de degradacdo e agregados
moleculares formados, outras substancias iodadas e o iodo livre que n3o participou da reac3o. Com esta
finalidade, vérios métodos! 1639 30 usados e classificados como: Filtragdo em gel, Eletroforese em gel,
Cromatografia de adsor¢3o e Cromaiografia de troca idnica. Dentre eles destacamos a fiitragdo em gel,
que usa um material molecular como o Sephadex, ¢ um pracedimento simples e eficiente, sendo
empregado em virios sistemas ¢ a eletroforese em gel, que emprega quer gel de amido, quer gel de
poliacrilamida e é um processo seletivo no que concerne 3 separagdo dos componentes.

Na avaliagdo do procedimento empregado, devem ser feitos testes para controle da atividade
especifica, da imunorreatividade, da pureza radioquimica e da estabilidade da preparagc3o, com 8
finalidade de propiciar 0 uso de preparacles de boa quantidade no sistema de radioimunoensaio.

Em virtude da importincia destes fatores, teceremos algumas consideracBes a respeito.

A atividade especifica do antigeno & importante desde que a sensibilidade do método, definida
como & menor quantidade detectivel do antigeno, é dependente, principalmente, da quantidade do
tracador utilizado'16.30), Entretanto, o uso de preparacBes de slta 3.2, pode ser prejudicial pois afets
seriamente a imunorreatividade do lqueno“s'r”, diminui a sua estabilidade durante o
srmazenamento'??) ¢ causs alteracdes na molécula promovendo 8 degradazdo da mesma. A a.f. ideal
varia de sistemna para sisterna ¢ deve ser adequada #0s valores de interesse da curva padr8o utilizada.

A imunorreatividade 6 » sfinidade apresentads pelo antfgeno na sua ligaclo com o anticorpo. As
siteragBes da capacidade de ligaclo do antigeno sfo atribufdas a vérias causas, Hé eviddncias que quanto
maior 0 grau de iodaglo da moléculs do antigeno, menor a sus imunorreatividade'#5-77-41) Mesmo »
substituicSo de epenss 1 stomo de iodo por hidrogénio na molécula ds protefna, pode alteréla
significativaments asfetando » ligacSo antigeno-anticorpo, A dsnificaclo quimica também afeta a



imunorreatividade, pela alteracio ds proteina em conssquincia do uso de agentes oxidantes fortes,
redutores, ou impurezas existentes nas solucles de iodo radioativo. A prépria radiacio afeta a
imunorreatividade e este dano & proporcional & quantidade de radioatividade einpregada. Devemos aqui-
considerar, os efeitos das radiacBes duri.nte 0 processo de iodacio e Aqueles resultantes do decaimento
catastrbfico' 3%, Com relacSo a0 primeiro caso, tenta-se minimizar os seus efeitos realizando a reacdo de
iodaglo no menor tempo disponivel, promovendo a purificacgdo da mistura iogo apds a marcagdo. No
que diz respeito ao segundo, quando o §tomo radioativo se desintegra, causa algum tipo de modificag3o
estrutural sobre as moléculas remaneseentes‘go’.

llo caso de produto de decaimento monoiodinado, a molécula remanescente ndo serd nem
radioativa nem imunorreativa, Entretanto, quando somente um 4tomo de iodo de um produto
diiodinado se desintegra, o produto remanescente serd ainda radioativo mas imunologicamente inativo,
afetando seriamente a sensibilidade do ensaio e também a estabilidade do tragador.

A pureza radioqufrica da preparacdo deve ser tal, que seja livire de iodo n3o reativo, livie de
produtos de degradacio da protefna ou agregados de espécies moleculares, e possuir maxima
imunorreatividade 'G’. Para se conseguir tal objetivo, a preparag3o deve ser submetida a métodos de
purificacdes logo apbs a iodacda.

O antfgeno marcado e purificado deve manter durante certo tempo a pureza radioqu!mica (]
imunorreatividade para permitir o seu uso durante prolongado perfodo de tempo, portan.», deve ser

estavel.

Os fatores que afetam esta estabilidade sdo:

1) Meia-vida do radionucifdeo
2) Liberac3o do iodo livre

3) Perda de imunorreatividade.

Com relagdo 3 meia vida do produto obtido, este fator dependerd exclusivamente do
radionucl(deo escolhido para a sua marcacdo.

Com relacdo 2 liberagdo de iodo livre, a sua presenca em pequenas quantitades ndo interfere
com 0 ensaio, porém grandes quantidades podem invalidd-lo, Alguns pesquisadores preferem remover o
iodo livie e outros produtos de degradagdo formados durante a estocagem por procedimentos de
mpurifiudo“ 6),

O critério mais importante de estabilidade é a imunorreatividade das espécies marcadas. A
estabilidade das preparacBes marcadas é também afetada pela temperatura ¢ pelo meio de estocagem,

Em gersl, os peptidicos devem ser estocados b -20°C, evitandose o descongelamento s
congelamento repetidos, para preservar s integridade da moléculs'1®,

A adiclo de protelnas carreadoras tais como soro slbumina boving humena sumenta 8
estabilidede da prepsracio com relaclo 3 umpemun"”.

A ligscSo dos componentes do ensaio ¢ influenciads por outros fatores além ds concentraclo de
antigeno e snticorpo. Estes fatores incluem temperature, pH, pressenca de contaminsntes que interferem
ou degradem a porclo reative ds molécula de um dos componentes do onsaio!3041),

Levendo-se em consiGeraclo todos estes fstores deve-se padronizer as concantracBes dos
resgentes ¢ procursr es condicBes idesis de trabelho.
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1.3.4.3 — imunoenssio

Os requisitos essenciais para o ensaio incluem o antigeno marcado, o anticorpo especifico ¢ uma
técnica que permita a separacdo do complexo antigenoc-anticorpo do antigeno livre, desde que nas
condi¢cBes usuais do ensaio o complexo antigeno-anticorpo ndo precipita espontaneamente. O
radioimunoensaio ¢é desenvolvido pelo preparo simultineo de solugBes padrBes de concentracdes
conhecidas e amostras de concentracdes desconhecidas colocadas em tubos testes. Nestes tubos sfo
adicionadas quantidades fixas de ant/geno marcado e de anti-soro. Apés um tempo de rea¢3o apropriado,
que pode variar de horas a dias # que depende da constante de associacdn — dissociagdo do complexo
para a reagdo particular“"'”'gm, as fragDes livres e ligadas a0 anticorpo sdo separadas pelo uso de uma
das virias técnicas dispon(veis.

1.3.4.4 - Técnicas de Separagio das Fragdes Livres e Ligadas ao Anticorpo

Os critérios para a escolha de uma técnica conveniente de separacdo est3o relacionadas com @
capacidade de uma total separagdo, com um sistema pratico que permita o uso em condi¢Ges de rotina,
com a reprodutibilidade entre as replicadas, com o volume de incubacdo e com o trabatho e tempo
dispendido. na operagdo.

Os diversos sistemas de separac3o usados‘ao"” baseiam-se nas diferrn¢as de configuragdo
molecular entre o antfgeno ligado e o antfgeno livie. H4 técnicas baseadas na migracdo diferencial do
complexo formado e do tragador livie. O uso da celulose, do carvdo, das resinas de troca ibnicas, de
silicaios, promovem a adsor¢do do antigeno livre a estes materiais. Por outro lado, o uso de um segundo
anticorpo que se acopla ao primeiro, que estd na forma de complexo, e 0 uso de solventes organicos
como o polictileno glicol permite a precipitagdo do complexo antigeno-anticorpo. Ha técnicas que
adsorvem ou complexam O anticorpo a material em fase sdlida, como por exemplo, a adsor¢c3o em tubos
plésticos ou complexagdo com dextran,

O sistema mais empregado & a técnica de duplo anticorpo, que possibilita a precipita¢do do
complexo com o segundo anticorpo produzido diretamente contra o primeiro, também o uso de carvdo &
muito empregado, este adsorve o antfgeno livre. Os métodos que favorecem a migracdo diferencial do
complexo e do antigeno livre, foram empregados na fase inicial do radioimunoensaio. Entretanto, os
métodos que possibilitam o processamento de um grande nimero de amostras apresentam muitas
vantagens priticas em relago Aqueles primeiramente utilizados. A separac3o & sequida pela determinagdo
da radioatividade de ambas as fragBes ou de uma delas e da atividade total de hormdnio marcado
adicionado aos tubos testes.

1.3.4.6 — Curva Padrio

Apbs as determinacBes das contagens do complexo antigeno-anticorpo e ou do antigeno livre, 8
curva padrSo é construida e os valores das amostras sBo determinados pelas comparacdes entre a3 suas
radioatividades e as das amostras de concentracdes conhecidas de antigeno.

Frequentemente se faz » correclo da quantidade de radiostividade correspondente ds ligacDes
inespecificas por meio de tubos controles, nos quais nllo se adicionam anticorpos ou padrdes.

Hé véries formas de se construir & curva padrfo, uma delss & transferindo para o grifico os
valores da relacBo fracdo ligade/fraclo livre (B/F) contra as concentracBes do antigeno, pois, os valores
de 8/F slo inverssments proporcionais 3 concentraclo do substrsto. Outrs, é usando-ss o3 valores
percentuais das fracBes ligadss B contra es concentracBes dos substratos. Existem sinds métodos que
expressam os vslores percentusis das fracDes livres, ou também a razlo entre » radiostividade totsl e
dquels des fracBes ligades contra as concentracBes dos substratos.
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Estas sdo apenas formas diterentes de se tracar a curva padi3o, e 0 uso de uma ou outra é
apenas decorrente de escotha individual.

Entretanto, uma vez efetuada a escolha, esta deve ser mantida para uma melhor comparagio
entre as curvas resultantes de diferentes ensaios.

1.4 — Objetivos

E objetivo do presente trabatho, a padronizacdo de um método que permita a quantificacdo de
Somatomedina B sérica humana, que possa ser introduzido em nosso meio, e que seja aplicivel a grande
nimero de dosagens simultaneas requeridas em rotina clinica.

A importincia de que as alteracdes de desenvolvimento ffsico quando associadas com os niveis
de hormdnio de crescimento, estdo relacionadas com as alteracdes dos nfveis de Somatomedina B. Ent3o
torna-se importante 3 mensurac3o do hormdnio de crescimento humano e da Somatomedina B, que ¢
intermedidrio da acdo do primeiro, para o seu diagnéstico e tratamento.

A técnica a ser desenvolvida, necessita para a sua aplicabilidade pritica ser: precisa, exata,
especffica, e sensivel. Para tanto teve-se que analisar as caracterfsticas pertinentes a cada componente
usado no imuroensaio, a saber, vencer as seguintes ctapas:

a) Selecionar a técnica, 0s componentes da maicacdo e determinar 0 seu rendimento.

b} Desenvolver métodos de purificacio da preparacio e separacdo das fragdes.
c) Efetuar andlises por virios processos, determinando-se a pureza radioquimica, 8
estabilidade do preparado e sua atividade especffica.

d) Determinar as condicdes Otimas para se chegar ao preparado final, examinando-se 03
principais interferentes, tais como quantidade de tragador, tftulo do anti-soro e efeito da

temperatura, tempo de incubagdo e diivi¢do do segundo anticorpo.

e} Ensaiar a Somatomedina B marcada com us demais componentes do ensaio para proceder
3 determinacdo da concentragdo das amostras.

f) Analisar a tdcnica desenvolvida quanto a especificidade, exatid3o, sensibilidade e precisiio,

g) Avaliar a thcnica ensaiada determinando 2s niveis séricos de Somatomedina B em
individuos normais e com hipo ou hiper secrecdo de hormdnio de crescimento humano.

2 - SOMATOMEDINAS
2.1 -~ Histbrico

O hormdnio de crescimento (GH) 4, reconhecidamente, aquele que reguls o crescimento
aquomico“m. Entretanto, a aclo de estimulo do crescimento linea: & realizada stravés da formacio de
fatores secunddrios,

Em 1957, Saimon e Dlumaday"” mostraram a presenca de fatores GH dependentes no soro
e, propuseram o nome de Fator de Sulfataclo, devido sos estimulos provocados por eles na captacio de
su'fatc radioativo na cartilagem de ratos hipofisectomizadot.
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A existéncia do fator de sulfatagdo foi amplamente confitmada‘m'ag's"'m, e as evidéncias
sugeriram propriedades adicionais a estes fatores séricos GH de; Z.ndentes.

O termo mais geral “Somatomedinas”, foi proposto'”’, sendo usado como nome genérico para

qualquer st tincia GH dependente que se comporte como mediadora da agdo do hormdnio de
crescimento.

As extensas pesquisas realizadas!35-85.18.17.20.27)
revelaram, a existéncia de no minimo quatro fatores séricos diferentes
C ¢ 0 NSILA-S, que s3o:

, na tentativa de isolamento destes pept(dios,
185.88). 5s Somatomedinas A, B e

- Somatomedina A, que estimula a incorporagdo de sulfato pela cartilagem de galinha“m;

—~ Somatomedina B, como sendo aquela substi.icia que aumenta a sintese de DNA quando
adicicnada as culturas de células humanas gliais‘as);

— Somatomedina C, como sendo um peptidio que estimula a captacio de sulfato e Timidina
em cartilagem de rato'26!,

Algumas similaridades foram relatadas entre as Somatomedinas A e C e o NSILA-S, sendo que
todos esses trés fatores possuern um efeito similar 2 insulina em gordura de epidfmio de ratos, qual seja
0 de estimular a captacio de sulfato pela cartilagzm“ 7.26

Conieguiu-se o isolamento, a purificacio e caracterizagdo dos dois polipept(dios, Somatomedinas
Ae 8(86'80'“’), contrariando a idéia inicial de que estes seriam fragmentos de GH'S),

2.2 — Constituigdo Quimica

A Somatomedina A, possui um peso molecular di ordem de 7000 Daltons, é um polipeptidio
neutro, contendo unicamente resfduos de cisteina'8%-83) gendo que a Somatomedina B é menor,

possuindo um peso molecular da ordem de 5000 Daltons, é de natureza icida e contém quatro pontes
dissulfeto(ao'as’.

Ambas as substdncias estfo presentes no soro, ligadas a uma protelna carreadora de alto peso
mo!ecular(s'.

Os nfveis de ambos os peptidios A e B, no soro e na utinam”, sdo dependentes do nivel de
Somatotropina do inAividuo'36.17.89.82)

A Somatomedina B, parece estar associada a uma onterna carreadora plasmética, de peso
molecular de 150000 Daltor.s, que & da ordem do 'y-glcitsulina‘9 ),

A Somatomedina C é um pept(dio de natureza bdsica, com peso molecular de 7000 Dlltomm,
e parece estar associada com uma proteina plasmética com peso da ordem de 60000 Daltons.

A NSI LA-S'”’, possui peso molecular de 7600 Daltons ¢ consiste numa cadeia com duas ou
trés pontes dissulfeto, Este peptidio nSo apresenta reacSo cruzads com os anti-corpos snti-insuling,
embora mimetize todos 0s efeitos da insuline nos seus principais tecidos alvos, isto ¢, misculos e tecido
adiposo.

O teor de NSILA-S também asumenta em individuos acromegdlicos ¢ diminui nos vasos de
hiposecrecBo de HGH. Estes resuitados sSo similares a0s sncontrados pars o fator de suifataclic ou
Somatomedinas,
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2.3 — Fontes de Produglio das Somatomedinas ¢ A<Jo Bioldgica

Evidéncias considerdveis apontam o ffgado como fonte de Somatomedinas'82.36.17.76)
Demonstrou-se a atividade Somatomedfnica em figados, quando este 6rgdo ‘solado é perfundido com
GH'BB’. O mesmo se verificou tanto em ratos normais, quanto em animais hipofisectovnizados‘S).

O hormonio de crescimento parece estimular a producio de Somatomedina pelo "gado‘a”. o
rim parece conter maior atividade promotora de sulfatagdo quando este 6rgdo isolado é perfundido com
GH‘S’, sendo possivelmente outra fonte de produgio de Somatomedinas.

O GH nos estudos “in vitro’’ mostrou pouct ou nenhum efeito na incorpora¢3o de sulfato pela
cartilagem de ratos hipofisectomizados. Entretanto a incorporagdo de sulfato pelo tecido incubado com
soro de ratos normais ou hipofisectomizados tratados com HGH, foi maior que a obtida na presenca de
soro de ratos hipofisectomizados sem o tratamento com O hormbnio's’.

Apbs uma Gnica injecdo intra-peritoneal de GH, verifica-se um aumento da atividade sérica em
ratos hipofisectomizados dentso de 2 a 6 horas, chegando 30 maximo apds 12 horas'®’,

Estudos subsequentes"” demonstram que o soro contendo fator de sulfatacdo, também
estimula a incorpora¢do de amino-4cidos pela protelna e de timidina pelo DNA de cartilagem de ratos
hipofisectomizados. Preparacdes parcialmente purificadas do fator sérico, produzem estes efeitos e
aumentam a incorporacio de uridina pelo RNA. Aumentos nas incorporacdes de sulfato, amino-acido e
widina s30 evidentes nas primeiras 2 horas de incubagdo de tecidos.

No caso de incorparacdo de sulfato, 0 GH possui pouco ou nenhum efeito na incorporagao de
amino-acidos pelas protefnas, uridinas pelo RNA ou timidinas pelo ONAS),

As somatomedinas possuem outros efeitos além da a¢3o em tecido esqueiético. O transporte de
amino-acidos e glicose, bern como a incorporag3do de amino-acidos pelas protefnas no muisculo, tornam-se
estimuladas pela presenca do fator de sulfatacso‘s'sn. Em tecido adiposo, a Somatomedina aumenta 8
oxidagdo de glicose e sintese lipfdica e inibe a lipllise induzida pela epinefrina‘“). Estas agdes em
masculos e tecido adiposo, s30 comumente denominadas isulino similares.

Por outro lado, as similaridades em efeitos biologicos e catacteristicas quimicas, levam 3
conclusdo de que a somatomedina ests intimamente relacionada 3 NSILA-S 26!, Preparagles contendo
Somatomedina, NSILA-S tém a capacidade de estimular a multiplicagdo de certas culturas de células de
origem n3o esquelética(s’.

Com relacdo a0 mecanismo de acdc, geralmente os hormdnios peptfdicos iniciam seus efeitos
biol6gicos pela interagdo com s(tios especiticos de ligagSo em células alvo. Os receptores de membrans
celular para @ Somatomedina foram descritos em cartilagem de embxido de galinha, tigado de rato ou
tecido adiposo e placenta humana!'?), Entretanto, um conceito claro do mecanismo de a¢do de
Somatomedina n3o foi apresentado, havendo dados sugestivos de envolvimento de nucledtides ciclicos
stuando como mensagaivos‘s’.

2.4 — Ensasios des Sometomedines

Estes fatores sBo comumente determinados por enseios biolbgicos in vitro, Estes se baseiam em
efeitos estimuladores conhecidos no metabolismo de cartilagem, gerelmente squeles que reflstem a
sintese de mucopolissacérides ou de DNA, Em métodos mais sntigos, fazia-se 8 mensuraclo do efeito de
soro dilufdo, em segmentos oe cartilagem costal de ratos hipofisectomizedos. Em métodos mais recentes,
8 cartilagem costal de porcosm ¢ ¢ cartilagem de embrifo de gelinhe sio usados,
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Evidentemente, estes ensaios njo sfo especnicos's’. A interacio de fatores multiplos no soro
que estimulam ou inibem 3 atividade metabdlica da cartilagem determinaré o resuitado.

25 — Correlaglo d»s Somstomedinas com o GH

Os nfveis de Somatomadina sérica humana aumentam prc, essivamente na infancia'8-9.29.62) , @
permanecem relativamente estiveis na idade adulta'?'-62),

AlteracGes associadas com panhipopituitarismo‘sz’ ou deficiéncia isolada de HGH"’S'"),
utualmente apresentam baixos nfveis de Somatomedinaw'“ . A administragdo de dose Gnica de HGH
1.V., no caso de hipopituitarismo, resulta em aparecimento de um pico apds 3 horas, enquanto que o
HGH sérico apresenta valores basais.

Entretanto, o tratamento com HGH subcutineo, produz um aumento gradual de Somatomeding
apds dias. Durante o tratamento prolongado de pacientes com deficiéncia de HGH, a velocidade de
crescimento resultante estd correlacionada com o nivel de Somatomedina‘s'.

A Sindrome de Laron‘n'm’, apresenta altos niveis de HGH e baixos nfveis de Somatomedina,
que normalmente permanecem inalterados apds a terapia com HGH. Clinicamente, esta Sindrome ¢
idéntica 3o nanismo com deficiéncia s HGH.

Nessa Sindrome, hd também uma resisténcia 3 resposta ao tratamento com HGH, sendo a
incapacidade de crescimento esquelético sido atribufda 3 deficiéncia de producdo de Somatomedina.

Os ‘pigmeus africancs possuem HGH e Somatomedina normais, mas suas respostas metabdlicas
a0 HGH ex6geno s3o deficientes'¥3),

Em mal nutiicio proteico-calbricam” 163)
Entretanto, o nivel de Somatomedina é baixo‘a’.

em criangas o GH estd normalmente elevado.

Pacientes com acromegalia ativa possuem altos nfveis de Somatomedina com reducdo destes
apls a terapeutica cirurgica ou ap0s irradiacées'“).

Estudos da atividade somatomedinica em vérios espécies“” mostram 8 especificidade da
Somatomedina formada em relacio 3 espécie analisada,

2.6 — Radioimunoenssio de Somatomedina B

Em 1975, Yalow desenvolveu um método capaz de quantificar 8 Somatomedina B sérics
humana por radioimunoensaio, utilizando-se da técnica de marcac3o pela Cloramina T ¢ purificacio da
preparacdo em gel de amido com posterior repurificacio em Sephadex G-50,

No presente trabalho, procurou-s2 desenvolver um método procedendo & escolha do
procedimento adequado. A seguir indica-se suscintamente a técnica escolhida, uma vez que 0s seus
princlpios foram extensivamente discutidos no Capftulo 1.

A radioiodacBo enzimétics foi efetuada pelo método de Thoreli'®4! modificado. A purificacBo
da preparacio & realizada em gel Sephadex. Na purificaclo em ge! Sephadex, as fragBes danificades ou
em agregados moleculares s3o elufdas primeiramente, logo s seguir, o hormbnio fntegro, sendo o iodo

livre retido por mais tempo, A separaclo dos componentes neste :roemo se di pela diferenca de pasos
moleculares entre gles, sendo este 0 fundemento bésico ds técnica'®”),



A soluclo tampdo utilizada no ensaio foi o fosfato, provido de agentes antisépticos, e com
concentragdo proteica adequada. A escolha do tampdo foi feita, considerando-se ser este 0 tamp3o ideal
para o métude do duplo amicorpo‘so’. '

A temperatura escolhida foi de 4°C, uma - que as ligagBes so mais estdveis nesta
temperatura‘s“uo).

O segundu anticorpe foi diluido em tampio contendo EDTA uma vez que este composto
acelera a reacdo de precipitac50“3'47'45'28'. O uso de soro de bezerros normais, devido ao contelido
de gama globulina, conforme preconizado por alguns autores, aumenta a rea¢io de

pvecipitacio“a'u'am. O tratamento estatistico dos dados foi realizado na avaliagio da técnica
apresentada.

3 - EQUIPAMENTO, MATERIAL E MFTODO
3.1 — Equipamento

3.1.1 — Empregado na Pesagem dos Reagentes das SolucSes

-~ Balanga Analltica Mettler H20T — 2urique, Suica. Precisdo de 0,005 mg

3.1.2 — Empregado na lodagdo Biolbgica

— Agitador magnético modelo 16 — Fisher Scientific Corporation, USA.

3.1.3 - Empregado na Purificagdo da Mistura de lodagdo
— Colunas cromatogrificas rrovidas de sistema de refrigeracio externs, de dimensBes:
didmetros: 10 e 15 mm. alturas: 100 e 8900 mm respectivainente, construfdas na propris

oficina do Instituto de Energia Atdmica.

— Coletor de fracdes refrigerado automdtico —~ “ULTRORAC 7000” — LKB — Estocolimo,
Suécia.

— Bomba peristaitica LKB modelo 4912A —~ Estocolmo, Suécia,

3.1.4 — Empregado na Cromatoeletroforese

~ Fonte de alta tensio — Buchler Instruments — Nuclesr Chicago, Fort Lee, N. J, USA,,
usada também para eletroforese em gel de poliacrilamida.

— Placas para eletroforese — Buchler Instruments ~ Nuclear Chicago, Fort Les, N. J., USA.

3.1.5 —~ Empregado na Eletroforese em Gel de Poliscrilsmida
-~ Gel Eletrophoresis Cell Modell 150A — Bio Rad Laboratorios ~ Richmond, CA., USA.

~ {Ampada para polimerizagBo com luz fluorescente de 15 Watts,
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— Agitador Vortex-Genie modelo K-550-G — Scientific Industries Inc. — Springfield, Mass.,
USA., também utilizado em todas as fases do trabalho que requeiram agitac3o.
3.1.6 — Empregado na Separaclo das FracBes Livres ¢ Ligadas a0 Anticorpo
— Centrifuga refrigerada automdtica Sorvall Superspeed RC-2B — Newtwon, Conn., USA.

— Rotar tipo HS-4 Série 7654566 — Newtown, Conn., USA.

3.1.7 — Empregado na Determinagido de Atividades
— Espectrdmetro de cintilografia automatico tipo pogo — Nuclear-Chicago Corporation -
Des Plaines, 1I.,USA, que serd denominado “contador’’.
3.1.8 —~ Empregado na Confecgdo de Grificos ¢ Determinacio de Aress

— Computador IBM-370 modelo 155 do Centro de Processamento de Dados do Instituto de
Energia Atdmica, que serd denominado *“computador’’.

— Plotador “(tracador de grificos) — EAl 430 — Data Plotter, da Eletronic Associates, Inc.

USA — do Centro de Processamento de Dados do Instituto de Energia Atdmica, que seré
denominado “plotter”.

3.2 - todsgio Biologics

3.2.1 - Reagantes e SolugBes .Uudos no Processq

Fosfato 0,1 M (Solugio estoque)
— Fosfato de s6dio monobésico NaH;PO4.H; O — Carlo Erba — 13,798 ¢
- Agua destilada asp. 1.000 mi

Esta solucdo estoque foi usada no preparo do tamplo de marcacdo, dos tampBes eluentes A ¢ B
e do tamp3o diluente A,

Tempin pers Marcaco

— Fosfato de sédio monobdsico 005 M pH**= 7,0

Perbxido de Hidroghnio 8 30% —~ Merck

Diluido & 1:10* com dgua desionizada imediataments antes do uso.

*) Ferraira, A. B. H,, Novo Diclondrio Aurdlio, pgs. 854 @ 1110, Novs Fruntesirs, Rio de Jeneiro, 1978,
{*°)  Acerto do pH dos 1amples 10 feito com NaOH 2 M.
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Material Redioativo: Na'254, livie de carregador e redutor, em meio alcalino. A atividade
especifica do produto usado foi sempre superior a 500 mCi/ml. O material foi fornecido
pela NewEngland Nuclear-Boston, Mass., USA.

32.2 — Materia! Biolbgico

Lacto-peroxidase, fornecido pela Calbiochemical Co!, Los Angeles, USA., obtido na forma
cristalina, foi dilufda em tamp3o de marcagdo na concentra¢c3o 2,5 mg/mi, dividida em
aliquotas de 100 ul e mantida a -20°C.

Somatomedina B com 98% de pureza, usada para iodagdo, dilufda em tamplo de
marcagio, foi dividida em alfquotas de 20 ul e estocads a -20°C na concentragio de
0,1 mg/ml.

3.2.3 — Procedimento da lodagdo Enzimética da Somatomedina B

A marcacio foi efetuada A temperatura ambiente em pequenos tubos cdnicos (55 x 10 mm). Os
reagentes foram adicionados com o auxflio de micropipetas descartiveis da Clay Adams, na spguinte
ordem, um imediatamente aps o outro:

— Somatomedina B (0,1 ug/ u!) - 20l
— Tamp3do fosfato 0,06 M, pH 70 - 10ul
- Na'?5 - 500l

Infcio da agitagdo colocando no tubo de reacdo um micro metal, mingsculo pedaco de clips.
— Lactoperoxidase (2,5 ug/ ul) - 2u

~ H;0; (a 30% diluida 8 1/10*) - 1ul

Apds 50 segundos a reac3o foi interrompida por efeito de diluiglo com 500 ul de tamplo de
marcac¢3o.

A mistura da reacdo foi imedistamente transterida com suxflio de uma pipeta Pasteur pars ©
topo de uma coluna cromatogréfica, empacotada com gel sephadex G-25 fino,
3.3 — Cromatografis em Coluns de Excluslio Molsculsr — Sephadex

3.3.1 — Materis! Empregado

Tamplo Elvents A
- Fosfato 0,1 M ~ 600 mt

- NaCl da J. T. Backer -  90g

Tamplo Eluents B — estocado 8 4°C



— Fosfato 0,1 M -  500ml
— NaCl - 80g
— Azida sbdica - 1,09

Soro albumina bovina, BSA da Sigma 10,09

— Agua destilada q.s.p. 1000 ml
pH = 7,6 )

Gel Sephadex G-25 Fino (20 — B0 um) e

Gel Sephadex G-75 (40 — 120 um),

Ambos da Pharmacia Upsalla, Suécia.

3.3.2 - Procedimento da Purificacio em Gel Sephadex

Purificagdo em G-25, usando coluna cromatogrifica de dimensBes: 10 mm de didmetro e
100 mm de altura.

Par; o preparo de coluna, o Gel Sephadex foi entumescido em tamp3o eluente A por um tempo
superior @ 3 horas, apés o que, a coluna foi devidamente empacotada e saturada com tampdo eluente B,
que contém 1% (p/v) de BSA com o objetivo de evitar danificacdo e adsor¢io da substancia 3s paredes.

Para retirar imediatamente o iodo livre que ndo foi incorporado 3 molécula do polipeptfidico, a
misiura de marcacio foi apticada 3 coluna refrigerada a 4°C, num fluxo de 10 mi/hora, usando-se
tampdo eluente B.

As frac3es de 1 ml foram coletadas em coletor refrigerado automdtico LKB, 3 temperatura de
o v . g . .
4°C, afim de evitar a danificagdo do polipept(dio.

Allquotas de cada eluato foram levados ao contador para determinagdo do pico correspondente
80 polipeptidic marcado.

. Purificacgdo em G-75 usando coluna cromatogrifica de dimensdes: 15 mm de didmetro ¢
900 mm de altura.

Uma segunda purificac3do se fez necessiria para seperacio do polipeptidio ijodedo que
permaneceu com 3 sua conformagdo inalterada, de fracdo que foi danificada pels aco do iodo radioativo
@ agente oxidante.

O empaco:.mento da coluna obedeceu 80 mesmo procedimento anterior, porém o Sephadex
G-75 foi entumescido por tempo superior 8 24 horas. Para a eluico da smostrs, manteve-se 0 MesMoO
tampdo, fluxo e temperatura,

Aplicou-se 80 topo da colunas uma amostra de 0,6 ml do elemento correspondente 20 pico do
polipeptidio iodado, resultante da primeira purificacio. FracBes de 1 mi foram coletados a 4°C, levadas
80 contador ¢ o gréfico correspondente foi tracado. A Figurs 3,1 ilustra o equipamento usado ne
repurificaco ds SM-B-125),



Figura 3.1 — Equipnmento Usdo ne Filtracho de SM—B-'2%1 em Gel Sephedex G-76
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3.4 — Anilise da Eficilncia das Técnicas de Marcic™> o Purificagio
3.4.1 - Cromatoeletroforese sm Pape!
3.4.1.1 — Material Empregado
~ Azul de bromofenotl da Merck, usado como substancia indicadora.
~ “Plasma azul” ~ plasma de banco de sangue corado com azul de bromofenol.
— Papel Watman 3 MM
— Tampdo Veronal 0,05 M, pH 8,6
Acido dietil barbitGrico CaH1aN; 0y 1849
Acido 5,5 dietil barbitirico da Merck.
Barbital sddico CyaH; 1N2NaOy 10,30¢
5,5 dietil barbitGrico de sddio da Merck

Agua destilada q.8.p. 1000 m!

3.4.1.2 — Procedimentn

Uma allquota de tubo de marcag3o, imediatamente apbs » reacBo, foi misturada a 20 ul de
“plasma azul” e aplicada ao papel Watman 3MM,

A eletroforese foi desenvolvida no sentido horizontal, colocando-se as fitas sobre um su). .rte,
dantro de uma cuba de eletroforese contendo o0 tamalo yeronal conforme indi ig

Figurs 3.2 — Procedimento da Cromatosletroforese
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As extremidades das fitas foram mantidas em contato com o tamp3o. A amostra foi aplicads,
com o auxliio de micropipctas descartiveis, 3s fitas levemente umedescidas em tampJo. A eletroforese

foi realizada a 4°C, usando-se 2 mA por fita, interrompendo-se quando '‘a mancha azul” se distanciou de.
75 mm da origem.,

A “mancha azul” corresponde 3 localizacdo das protefnas séricas que se coram pelo azul de
bromofenol, como & o caso, principalmente da albumina. As fitas foram secas 3 temperatura ambiente e
cortadas em intervalos de 10 mm, iniciando-se 20 mm antes do ponto de aplicacgdo da amostra. A
atividade de cada segmento foi determinada no contador, e o grifico correspondente foi tragado pelo
tragador de grificos “’plotter’”’ do computador.

O mesmn processo foi repetido, aplicando-se 3s fitas amostras de diversas fragBes, resultantes
das purificagdes em gel Sephadex, para anilise de suas purezas radioqufmicas. Para avaliar a estabilidade
da preparac3o, a mesma amostra mantida a 4°C foi aplicada 3s fitas logo apds a filtragBo em Sephadex e
apbs perfodos de tempos considerdveis entre purificacdo e a andlise. Os componentes presentes na
amostra aplicada, apresentaram diferentes migragdes no papel. Os mesmos foram identificados pela
posicdo dos picos de atividade na representagdo grifica.

As A4reas correspondentes foram determinadas pela regra de Sympson para integracdo,
utilizando-se do programa fornecido pela IBM e disponivel no CPD do IEA,

-

Os célculos de rendimento de marcacfo efetuados, levou em consideracSo as fress
correspondentes 3 cada componente, O rendimento da iodagdo é igual a soma das fracBes danificada e
fntegra do polipeptldio iodado.

. {D+P)
Rendimentos de marcagdo (%) = —————— x 100
D+P+1

D = Area correspondente aos produtos de agregados moleculares ou danificados.
P = Area correspondente ao polipeptidio indene.

t = Area correspondente ao iodo ndo reativo.

) A pureza das 'fracbes foi determinada por processo semelhante, de acordo com a percentagem
de polipeptfdio indene presente na amostra analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida,

[ .
P das f %) = — x 100
ureza das fracBes (%) YT

3.4.2 - Auto-Radiografis
3.4.2.1 — Materisl Empregado
— Filme de Raio X tipo Roysl Blue Kodak

— SolugBes de revelapBes ds Kodak, prOprias para o filma.

3.4.2.2 ~ Procedimento
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As fitas resuitantes da cromatoeletroforese, antes de serem cortadas, foram colocadas em
contato com us filmes de Raio X em diversos tempos de exposi¢Bes, de acordo com o teor radioativo da
amostra aralisada.

Os tempos de exposicdes variam de 4 a 36 horas e os filmes toram revelados logo a seguir.

3.4.3 - Eletroforese em Gel da Poliscrilamida

3.4.3.1 — Material Usado

Soluglo A
Tris (Tris-hidroximetil amino metano) C4H,; ; NOy da Merck 36,69
Temed (NN, N N’ tetrametil etilenodiamina) CeH, (N, da Merck 0,23 mi
HCI IN 48,0 mi
Agua destilada q.s.p 100 m!
pH = 8,9
Solu¢do B
Tris 598 g
Temed 0,46 ml
HCI 1IN 48,0 mi
Agua destilada Q.5.p. 100 mi
pH = 6,7
§oluqlo c
Acrilamida CH;CHCONH; da Bio Rad Lab. 2809
Bis ~ N,N’ metileno bisacrilamida 0,735
CyH;oN;0; da Bio Rad Laboratdrios.
Agua destilade q.5.p. 100 mi
Sofuclo E
Riboglavina da Roche 40 mg
Agua destilada a.5.p. 100 mi
Soluclo G,

Sacarose — Cy3H;330;, da s T. Baker 809¢g
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Persulfato de amdnio 1333 mg
(N!1,),5; 0, da Bio Rad Laborat6rios.
Solug3o B 5,0 ml
Agua destilada q.s.p. 10,0 mi
Solugiio H
Acrilamida 500 mg
Bis 125 mg
Agua destilada 1ml

Solugdo Tampdo Estoque-Tris Glicina

Tris 609

Glicina — Acido amino-etanbico — C;HsNO, da Merck 288 ¢

Agua destilada Q.8 1000 mi
pH 8,3

As solugdes foram mantidas 3 4°C.

~ Soro normal de cobaias, criadas no Biotério do Instituto de Energia Atdmica

3.4.3.2 ~- Procedimento

Usoi-se o método de Davis modificado segundo Bartolini e Colaboradores''!. Este método foi
usado para analisar o grau de pureza dos diversos eluentes das purificacBes e também para separar as
frac3es livres e ligadas do hormonio ao anticorpo. Por ser um método eficiente de separagdo dos vérios
comnonentes presentes na mistura a ser analisada, este processo foi usado como método de andlise das
diversas técnicas empregadas.

Polimerizag3o do Gel

Usamos cilindros ocos de vidro, com didmetros interno de 5 mm ¢ externo de 7,2 mm e altury
de 110 mm, fechando-se uma das extremidades com papel Parafilm,

O gel de separago & preparado de acordo com as seguintes proporcdes das solucdes estoque, ©
que resultam numa concentracdo final de 7% de acrifamida: 1A + 2C + 4 §gua destilada + 1 E,

Esta mistura & sgitada e transferida cuidadosamente com pipeta Pasteur para os cilindros até o
sltura de 83 mm, Para evitar a formac3y de menisco no gel ¢ permitir bandas regulares de separacho,

cerca de 100 u! de dgua destilada é colocada 3 soluclo, com o aux(lio de pipeta Pasteur de ponta curve e
fina.

Os tubos slo colocados 8 70 mm da fonte de fuz fria por 30 minutos para permitir a
polimerizacdo do primeiro gel. Apés este tempo, 8 dgua & retirada por meio de papel absorvente.



Polimerizecio da Amostra

Os reagentes e solucBes foram colocados com o suxflio de micropipetas descartiveis da Clay.
Adams na seguinte ordem:

Solugio G, 75 ul
Soro de cobaia 5 ul
Azul de bromofenol 5 ul
Amostra 200 ul
Solugio H 15 ul
Total 300 ul

Novamente acertase 0 menisco com $gua destilade e apds 30 minutos necessirios para a sus
polimerizaco, a #gua ¢ retirada com papel absorvente. Para o controle da radioatividade total presente
na amostra, o gel é colocado no tubo de contagem em posi¢lo invertida, tampado na sua extremidade
por papel PARAFILM, e tevado a0 contador,

Eletrofores

O papel PARAFILM & retirado e os tubos transferidos para o sistema “Gel Eletrophoresis Cel}
Bio Rad"., ilustrado na Figura 3.4,

Figura 3.4 — Eletroforese em Gel de Poliacrilamids



A corrida eletroforética é desenvolvida em tamp¥o tris-glicina, usando-se 2 mA por tubo de gel a
ser analisado.

A “corrida eletroforética” & interrompida quando a banda do azul de bromofenol se encontra
distante 30 mm da extremidade inferior do tubo de gel.

Fragmenta¢lio do Gel e Anélise

Por meio de uma seringa pléstica e agulha no 23BD, o gel é retirado do cilindro de vidro com
inje¢do continua de Agua destilada.

O gel de separacio é cortado em 13 pedacos de 7 mm com o “Electrophoresis gel Slicer’’, sendo
que o gel da amostra é cortado com o auxflio de bisturi. Para evitar contaminag3o, cada segmento é
envolto em papéis de aluminio e colocado em tubos de contador para a determinagcdo dos picos de
atividades, O grafico & tracado em escala linear e as 4reas dos diferentes picos sdo calculadas e
identificadas de acordo com o método anterior.
3.4.4 — Teste de Imunorreatividade

3.4.4.1 — Reagentes e SolugBes Empregados

— Antisoro anti somatomedina B humana, produzido em coelhos, foi dilufdo a 1:4000 em
tampdo derominado eluente B,

A solugdo estoque foi guardada a -20°C em atiquotas de 100 ul.

O antisoro, a somatomedina B purificada e o padr3o foram doados pela Kabi Diagnostica —
Estocolmo, Suécia, na forma cristalina.

-~ Tampdo Diluente A

Fosfato 0,1 M 500 ml

NaCl 90 ¢

Azida sbdica 109

BSA 50¢

Agua destilada 1000 mi
pH = 715

Estocado a 4°C.

-~ Somatomedina B marcada com alta pureza radioquimica, foi dilulda em tamplo diluente
A, com 8 finalidade de apresentar 5000 contagens por minuto (cpm) em volume de 50 ul.

— Tamplo Diluents B

Tampdo diluente A 100 mi
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Etilenc Diamina tetracetato dissddico Na; .EDTA.2H, 0 da QEEL 379
Estocado a 4°C.

Soros de bezerros normais, gentilmente fornecidos pelo Dr. Biu-gle da faculdade de Veterindria
da USP.

— Antigamaglobulina de coelhos obtida em : arnairos e fornecida pela Bio Rad foi usada na
diluigdo de 1/16,

3.4.4.2 - Procedimento

Para testar a capacidade ligante da preparacdo, 2 Somatomedina B marcada com 125) (smM-8 *)
era incubada a 4"C durante 24 horas antes de ser usada no ensaio, em duas condi¢bes:

SMB* sem anticorpo

SMB*® com excesso de anticorpo.

A diluicdo do anticorpo usada era de 1.40000, isto & numa menor dilv.gdo do que 8
habitualmente usada no ensaio, visto que o tempo de incubacdo dos testes era de apenzs 1 dia, havendo
portanto necessidade de maior quantidade de anticorpo disponfvel para a | 1130, Apbs | dia de
incubagdo, o procedimento de sepa o das fragOes livres e ligadas dos testes era feir, como usualmente
no ensaio.

O segundo anticorpo era dilufdo de 1/16 com tampdo diluente B, adicionado ao tubo de reagdo
juntamente com o soro de bezerro, incubado por 24 horas a 4°C, depois de agitac3o dos tubos. Nos
tubos controle onde o primeiro anticorpo era suprimido, as ligagOes ocorridas com o segundo anticorpo,
forneciam o valor das ligagdes inespecfficas. Se o veior da ligagio do produto marcado com o anticnrpo
era ao redor de 50% naquela diluicdo do primeiro anticorpo previamente ajustada 3s concicdes dos
testes, isto é, 1 dia de incubagio a 4°C, a fracio escothida para o ensaio comprovava o poder
imunorreativo. Caso contrario, nova marcagdo se fazia necessdria.

3.4.5 — Estabilidade da Preparagio

A estabilidade da preparagio foi determinada, analisando-se em cromatoeletroforese e em get de.
poliacrilamida, allquotas de Somatomedina B marcada, procedentes das purificacdes em Sephadex G-26
fino e G-75, e mantidas a 4°C, apds perfodos de tempos considerdveis entre a purificacdo e a anilise.
Com esta mesma finalidade, uma amostra correspondente ao pico de SM-B* oriunda de purificagdo anica
em Sephadex G-25 fino e mantida a 4°C foi submetida 3 uma segunda purificacdo, apds decorrido um
perfiodo de meses entre a purificago e a andlise

Todo esse processo foi efetuado para verificagdo da danificagdo e liberagdo de iodo sofridas
propreparacdes no decorrer do tempo,

3.4.6 — Atividede Especifics

A determinacio da atividade especifica da Somatomedina B usada no ensaio, foi feita pelo
método de s.todeslocamento, tratanto a amostra radioativa como amostra desconhecida e procedendo-se
4 sua incubagBo com o anticorpo, sem sdigio de massa fris, ou seja, Somatomedina B nfo marcada. A
leitura da massa de Somatomedina B existente na amostra, foi feita na curva padrio, construlda a partir
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B R
do valor percentual da relacdo T onde B representa a contagem relativa a0 complexo SM-B* — Ac

{Somatonedina B marcada, ligada ao anticorpo) e T, a contagem total presente no sistema de reac3o. As
ligagBes inespeciticas foram subtraldas quando se efetuou o céiculo. Fezse uma correc3o entre as
contagens totais presentes nestes tubos de reacBes e aquelas adicionadas a todos os tubos testes, sendo
esta aproximadamente de 5000 cpm. Apds a corregio, as contagens da amostra em andlise foram
convertidas em atividades e estas foram relacionadas 3s massas encontradas, como anteriormente descrito,
chegando-se finalmente 3 atividade especffica.

Para esta determinagdo, foram incubadas diferentes atividades de Somaiomedina B marcada com
1254 ¢ antisoro sem adicao de massa fria. A Tabela11).1 indica o procedimento utilizado, e A,. Az e
AJ representam diferentes amostras dosadas em triplicatas de cada, onde o padrio ou soro foi
substituido por igual volume de tamp3o diluente. Para a conversio de contagens por minuto 3
desintegracio por minuto, a eficiéncia do contador gama foi estimado em 70% por meio de uma fonte
padrio de 179" como usualmente é feito,

Tabela 1111

Protocolo para Determinagio da Atividade Especifica

Tubo Diluente PadrGes Antisoro Somatomedina
pooes un (uh) ") B—12% (cpm)
Curva
| padrio 250 100 50 5000
I
LA, 350 - 5 20000
i
A, 350 - 50 35000
Ay 350 - 50 60000

3.5 — Avaliag3o das Condigdes Otimas para o Ensaio
35.1 - Escolha da Quantidade de Tracador a ser Usado

€ pratica corrente em radioimunoensaio, o estabelecimento da quantidade de tracador a ser
cinpregado, e termos de contagens por minuto ao invés de massa.

A tim de minimizar o desvio médio padrio para o valor de 1%, o emprego de stividades
elevadas do tracador seria ideal, visto que permite a reducdo do tempo necessdrio para 0 acumulo Je dez
mit contagens da amostra, que forneceria este erro, Entretanto, deve existir um compromisso entre »
quantidade de tracador e 8 quantidade de anticorpo necessiria para permitir uma ligacio entre o
primeiro e o seyundo em torno de 50%. Com esta finalidade foram realizados testes para verificacio da
ligacdo ocorrida entre 5000 ¢ 10000 cpm de Somatomedina B imunorreativa com diluig3o do anti-soro

U T S O
400000 ' 200000 ' 100000 °

Veriticouse que o uso de 10000 cpm do tragador, acarretaria a necessidade de emprego de
maior concentragdo do anti-soro. Entretantu, 8 diluigdo doste deve ser tal que permita a realizacBo de
um grande nimero dn ensaios com o mesmo loie de anti-soro,
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Levando-se em conta estas implicacGes, resolveu-se também determinar o tf{tulo do anti-soro
para o uso de 5000 cpm de tragador.

3.5.2 - Escolha do Tftulo ou Diluigio do Anti-Soro

Uma vez escolhida a quantidade de tragador, a diluigdo Otima de anti-soro foi testada, para
verificacdo do titulo deste que apresentaria uma ligagio de 50% na reac3o com o tracador. Os testes
1 1 1
800000 * 400000 * 200000 *
com 5000 cpm do tragador. Considerouse as ligagdes inespecificas, por meio

foram realizados em duplicatas, incubando-se o anti-soro nas diluicdes de

1 1 1
100000 ‘ 40000 ° 20000
dos tubos controles, fazendo-se reagir o tragcador com o agente de separa¢3o, sem 3 presenca do primeiro
anticorpo. A diluicdo do anti-soro que proporcionou uma ligagdo em torno de 50% foi escothida para
usoO NO ensaio.

3.5.3 — Efeito da Temperatura
A mistura de reac3o foi incubada 3 temperatura ambiente, 3 37°C e a 4°C.

Verificou-se maior ligacdo 3 4°C, apesar do equilfbrio de reagdc ser atingido mais rapidamente
em temperatura elevada, razjo pela qual testouse o perfodo de tempo ideal para incubacdo do ensaio &
4°c,

354 - Tembo de Incubag3o

Para verificagdo do tempo necessério para o equilfbrio da reacdo, as ligacdes entre o primeiro
anticorpo e @ SM-B®, foram analisadas em funcdo do tempo de incubagdo dos reagentes. Para isto, testes
em triplicatas foram realizados durante tempos de incubagdo varidveis no perfodo de 1 a 7 dias.

Apds os cliculos de percentagem de ligagdo, procedeu-se 3 andlise de varian¢a e ao teste de
Tukey, para verificagdo do nivel de significdncia das variagdes apresentadas no ¢ .irer do tempo de
incubac3o.

3.5.5 - Diluigdo Adequada do Segundo Anticorpo

Com o objetivo de examinar qual a maior diluicdo capaz de tornar completa a separacdo das
fracdes livres e ligadas ao primeiro anticorpo, o agente de separa¢do foi dilufdo em tampdo diluente B, o
- . 1 1 1 1 1
usado nos testes de separacdo. As diluicdes do segundo anticorpo foram de 32°16'8 8" [ 2"
A maior diluicdo do segundo anticorpo capaz de promover completa separacdo foi escolhida, na
tentativa de evitar a infludncia de agentes interferentes.

3.6 — Enssio de Somatomedina B
3.6.1 — Material Empregado
Empregou-se padrSo de Somatomedina B dilufda em tampdo fosfato 0,05 M pH = 7,5, contendo

2% BSA e 0,2% de azida sbdice. A soluclo estoque foi guardada a -20°C em alfguotas de 500 ul, na
concentracdo de 100 ng/ml.



Soros de individuos normais ¢ portadores de slteracBes comprovadss ds secrecSo de hormdnio
de crescimento (HGH) foram cedidos pela 1?2 Cifnica Médica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP.

— Anti-soro antisomatomedina B. O tftulo do anti-soro foi de m .

- Somatomedina B marcsde com '251 purificsda em Sephadex G-26 fino e G.75. Foi

utilizads » fraclo do pico correspondente 80 hormdnio fntegro, apds o teste de
imunorreatividade.

— Diluente A foi empregado como diluente padro do ensaio.

— Anticorpo antigamaglobulina de coelho, preparado em carneiros e usado na dilviclo de
1

Tg .
~— Soro de bezerros normais.

— Tubos de polietileno de dimensBes. 70 x 11 mm.,

362 — Procedimento

Uma vez determinadas as condigBes &timas para realizaglo do ensaio, amostras de soros de
concentragfo desconhecida e amostras de padrdes de Somatomedina B purificada de concentragSo
conhecida, feram colocadas para reagir com 5000 cpm de Somatomedina B marcada e de anti-soro

dilufdo » @5—5 2 4°C por 4 ou 6 dias de incubaglo, Todas as determinacdes foram feitas em

triplicata a partir de volumes de 100ul. Os padrBes sSo resultantes de diluigdes consecutivas de uma
solugdo padrio de Somatomedina B contendo 10 ng/mi e 330 apresentados na Tabela I11.2 juntaments
com as concentracdes respectivas.

Tabels 111.2

Pratocolo do Enssio de SM-B*

Concentracdo de Qusntidade de

Tubo/Reagente Sornatomeding B Somstomeding B
{ng/mi) {ng/tubo)

Controle 0 0
Ponto Zero (B,) 0 0
Padrio A 03 0,031
Padrio B 0,63 0,063
Padrio C 1,25 0,125
Padrio D 2,60 0,260
Padro € 3,75 0,378
PsdrSo F 5,00 0,600
Padrio G 10,00 1,00
Soros desconhecide
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Os tubos controles, nos quais somente estio presentes o tragador e o segundo anticorpo,
oferecem a8 percentagem de ligagdes inespecfficas. O ponto 2ero de massa fria (Bo) fornece a ligag%o
maxima entre SM-B* e o primeiro anti-soro, na auséncia de adic3o de massa fria, pois nestes, o padr3o .
ndo & adicionado. Nos pontos restantes da curva padrio, coloca-se o tragador, o padrio de SM-B*, o

L . I 1 1
primeiro e o segundo anticorpos. Os soros sio dilufdos a _SOTO ou ——‘0000
diluigdo inicial do padrio de Somatomedina B é feita a partir de 500 ul de solugdo mantida A -20°C,
completando-se 0 volume da mesma para 5 ml com tamp3o diluente A, A concentra¢3o final obtida é de
10 ng/ml. As concentragBes dos pontos restantes s3o obtidas a partir de dilui¢3es consecutivas do padr3o
G, de um fator 1:2.

em casos especiais. A

A diluicio do anti-soro & feita a partir de alfquotas de 100 | estocada a -20°C. Completa-se o

1 . .
180600 ° A Somatomedina B marcada & dilufda de forma

a apresentar 5000 cpm em volume de 50ul. O segundo anticorpo é mantido 3-20°C na forma
cristalina e é reconstituldo em 2 ml de 4ua destilada, sofrendo posteriormente uma diluic3o de

volume para 4,5 ml, obtendo-se um tftulo de

1_,6_ com tampdo diluente B.

O procedimento do ensaio ¢ ilustrado na Tabela i11.3. ApOs o preparo de todos os reagentes
necessirios, procedeu-se 3 sequéncia operacional do ensaio realizado em triplicata, em banho de gelo, na
seguinte ordem:

— Tamp3o diluente A

—, Amostras de soros ou padrdes

— Anti-soro anti Somatomedina B

Somatomedina B®.

Os volumes de incubagdo sdo completados para 400 ul com tampdo diluente A, e 50 ul da
Somatomedina B®, usada no ensaio, é colocado em tubos de ensaio para o controle da radioatividade
total adicionada aos tubos testes,

Os tubos reager'\tes sdo agitados cuidadosamente em Vortex, e mantidos a 4°C por perfodos de
4 ou 5 dias.

Apbs a primeira incubac3o, adicionou-se 0 segundo anticorpo e o soro de bezerro normal. Os
tubos foram agitados delicadamente e incubados a 4°C de 6 a 24 horas. Decorrido este tempo, 0,5 mi de
difuente A foi colocado nos tubos reagentes e centrifugados a 7000 rpm ou 9000 g, por 40 minutos 8
4°C. Procedeu-se ) decantacdo dos tubos limpando-se as bordas dos mesmos com auxflio de papel
sbsorvente,

3.6.3 - Determinacho das ConcentragBes das Amostras

As atividades do precipitado dos tubos reagentes, correspondente d fracBo ligada a0 anticorpo,
sdo determinadas no contador, por tempo suficiente pars o acomulo de 10000 contagens.

Os valores percentuais de ligaclo em relacSo a0 ponto zero de massa fria & calculado pela razlo
entre o valor médio da contagem nos padrBes ou soros (B) e o valor médio da contagem no ponto zero
{B,). multiplicads por 100. Desta forma, os valores percentuais de ligacSo dos padrBes em relacSo a0
ponto de concentraclo O (zero) e s concentracBo correspondents do pedrlo sBo transferidos pera



Tabels i11.3

Procedimento do Ensaio de Somsatomedina

Tubo / Reagente Padr3es Controle Soros
(ul) (kb (ul)

Tampéo diluente 200 350 200

.Radioativo 50 50 50

(5000 cpm)

Antisoro — diluigio 50 - 50

1: 180000

Padrdes 100 - -

Soros diluidos - - 100

a 1/5000

Incubagio s 4°C por 4 ou 5 diss

Segundo anticorpo. 60 50 50

dilui¢do 1:16

Soro de bezerro normal 100 100 100

Incubagio : 4°c entre 6 . 24 horss

Tampdo 500 500 500

Centrifugacio a 9000¢g (7000 rpm) s 4°C por 40 minutos. DecantacSo dos tubos e determinaclo ds
stividade do precipitado.
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grificos em papel semi-log e & tracada uma curva. A determminacdo da concentracio das amostras ¢ feits
diretamente pela leitura na curva padv§o.

As amostras de soro usadas, foram de individuos normais, de acromegdlicos e dos portadores de
nanismo com deficiéncia de hormdnio de crescimento. As concentragdes de HGH foram previamente
determinadas nestes soros.

37 — Andlise da Técnics
3.7.1 - Especificidade

Visto que o intervalo de variagio da curva pade3o ¢ de 0,31 a 10 ng/mi e que a concentraclo
sérica de Somatomedina B é da ordem de ug todas as amostras de sovos suram diluldas de um fator
S5000. Em seguida tomou-se volumes crescentes da mistura de soros, conforme indicado na Tabela 11).4
coluna 1 e completou-se com tampdo diluente A até perfazer 100 ui. Foi calculada a média dos 5
resultados de cada diluic3o, o seu desvio padrdo e por fim, as concentracBes resultantes. Calculou-se a
correlacdo linear entre os volumes da -.mostra e a média dos valores encontrados, obtendo-se a reta de
regress3o linear « ensaiou-se a significdncia pelo Teste T de Student. Além disso, as concentraces
resultantes foram transferidas para a curva padr3o, obtida a partir de solucdes de Somatomedina B
purificada (Padrdes) com a finalidade de colocar em evidéncia possfveis fatores interferentes.

3.7 — Exatidlo

Para o estudo da exatid3o da técnica, volumes crescentes de uma mistura de virios soros, de

concentracdo -10,30 20,35 ug/ml no soro ndo dilufdo, foi dilufda a

1 ..
5000 e adicionadas em volumes

aescentes a um volume constante de solu¢do padr3o A com concentracdo 0,63 ng/ml, completando-se o
volume final da amostra para 100ul com tampdo diluente A. Ver Tabela 1.5 colunas 1, 2 ¢ 3
respectivamente. A recuperacdo das diversas allquotas adicionadas foi verificada pela relacdo entre o
valor calculado e o tebrico. O valor calculado € igual ao valor total obtido, subtraldo daquele
correspondente 3 solucio A, coluna 4 da Tabela. O valor teérico é o valor esperada pela recuperacio dgp
amostra adicionada, como mostrado na Gitima coluna da Tabela correspondente. O teste 10 realizado em
quadruplicata para cada amostra. Calculou-se » recuperacdo percentual de cada valor correspangente 20
volume da amostra de soro adicionada, bem como a média e o desvio padrSo. Determinou-se o
coeficiente de correlagio entre 03 valores tebricos e 03 valores calculados obtendo-se a rats de regresso
limear @ 0 nfve! de significancia pelo Teste T de Student.

Tabela 111 .4

Efeito de Diluvicko do Soro

Aliquntas do soro

diltsides 8 1/5000 () Tampbo Oituicho Finel
20 80 1: 25000
40 60 1:12500
60 © 1:8333
80 2 1: 6250
100 - 1: 6000




Tabela 111.6

Exatiddo da Técnica

Resultados
Amostra de Solugdo A Tampdo
soros {,:l) (mi diluente (u!) Valor Valor
Calculado te6rico B
10 50 40 0Bt-A 17108
20 50 30 0Bt-A 2/10S
K 50 20 0Bt-A 3/108
40 50 10 0Bt—-A 4/10S
50 50 - 0Bt-A 5/10S

3.7.3 — Sensibilidade

Este parametro foi avaliado pelo processo discreto, determinando-se a percentagem de ligacio
ocorrida entre a SMB* e o anticorpo, sem adicdo de massa fria, e a I'gacdo ocorrida quando adicionadas
quantidades diminutas de solu¢des padrdes. Assim, 10 determinacdes foram feitas dos trés pontos da
curva padrdo, P = 0 (zero); P' =0031nge P2 =0,063 ng.

Dos resultados obtidos calculou-se a média, o desvio padrdo e coeficiente de variagdo. A fim de
verificar a menor quantidade detetvel, os valores encontrados foram submetidos ao teste estatfstico F
bem como ao teste de Tukey para o nfvel de significincia de 5%, Considerando-se que a3 amostra de soro
é dilufda de um fator de 5000, a menor quantidade significativa deve ser multiplicada por este valor para
. se estabr,ecor qual é a menor quantidade mensurdvel de Somatomedina B sérica humana,

3.7.4 — Precisdo

Esta avaliagdo foi feita pela andli.e da reprodutibilidade intra-ensaio e inter-ensaio,

3.7.4.1 ~ Reprodutibilidade Intrs-Ensaio

Com o objetivo de testar a precisdo da técnica em diferentes nfveis de concentrac3o, dosou-se
nuin esMO - ensaio 0ito replicatas de uma mesma amostra de mistura de soros.

Usou-se para tanto, trés diferentes misturas de soros comn alto, médio e baixo teor de
Somatomedina B. Calculou-se também, 0 desvio padr3o e o coeficiente de variaco para cada nfvel de
concentragdo estimada,

3.7.4.2 ~ Repradutibilidade Inter-Ensaio

Trés diferentes amostras, constitufdas do misturas de soros, foram dosadas em triplicatas de
cada amostra em ensaios consecutivos. As amostras empregadas possuiam teor alto, médio e baixo de
Somatomedina B. O objetivo do teste foi avaliar o coeficiente de variaglo dos valores encontrados em
diversos ensaios e em diferentes niveis de concentrag3o.



3.7.5 — Estudos das Caracteristicas da Curva Padrio

Calculou-se o desvio padrdo dos pontos da curva tracada em papel mono-log a partir dos valores
N-B
B,-N

percentuais de em fungdo da concentracio em ng/ml, onde B = fracdo ligada ao anticorpo,

N = ligacdes inespecfficas, Rq=frac50 ligada ao anticorpo sem adi¢cdo de massa fria. Determinou-se
também a sensibilidade do mérodo por meio da ‘eitura da concentracdo no ponto de 90% de ligagdo. A

mesma curva padrdo tracada em papel mono-log foi transferida para o sistema logit = In ( ); onde

P
100-P
P é a percentagem da fracdo ligada. A reta obtida com os valores de logit contra log da concentracio dos
padrdes teve a sua inclinacdo determinada.

3.8 — Determinagdo da Concentragdo de Amostras de Soros

A concentracio de Somatomedina B foi determinada em soros de individuos normais e em
pacientes com hiper ou hipo secrecdio comprovada de HGH.

Qs sor10s foram ditlufdos a ga:ﬁ com tamp3o diluente A ¢ amostras de 100 ut foram tomadas

para o uso no ensaio. Os resultados obtidos para os diversos niveis de concentracdo sérica de SM-B
foram agrupados em torno da respectiva média.

4 — RESULTADOS
4.1 — Resultados das PurificagBes

Nas Figuras 4.1 e 4.2, sdo opresentados os resuitados tipicos da primeira e da sesunds
purificacio da Somatomedina B respectivamente, para uma atividade de 125) g 500 uCi, de uma das 18
marcagdes realizadas.

A Figura 4.3 apresenta a repurificacio de uma amostra, imediatamente apds a sua eluicdo em
Sephadex G-25 fino. O grifico 4.4 apresents o perfil de eluicdo da mesma araostra, apds decorrido um
perfodo de tempo de aproximadamente 24 horas entre a primeira purificacdo e a segunda.

O grifico 4.5 mostra a repurificagdo em Sephadex G-75 de uma, amostra, apés decorrido 2

meses entre as duas purificacdes, e também o perfil resultante da repurificacdo logo apds a primeirs, A

fracdo usada foi a mesma que deu origem ao gréfico 4.2, e que ficou estocada a 4°C. Nos gréficos 4.6 e

“‘._"75, sJo apresentados resultados andlogos aos dos grificos 4.1 e 4.2, para uma atividade de 600 uCi de
I

Na Tabela IV.1, sdo apresentados os valores das 4reas sob os picos 1 e 2, reictivis wos:
polipeptidio iodado e iodo livre respectivamente, para purificagdes em Sephadex G-25 fino, de cinco
diferentes misturas de iodagdo, O valor percentual da drea correspondente d SM-B”, nos d4 a estimativa
da eficiéncia da iodac3do.

Na Tabela IV.2, sJo apresentados os valores das #reas sob os picos 1, 2 e 3, correspondentes &
fracdo danificada ou resultante de agregados moleculares, fracdo indene e iodo livre, respectivamente,
obtidas pela repurificacdo em Sephadex G-75 do pico um da primeira purificacBo realizada em
Sephadex G-25, em cinco diferentes amostras.



s,

3. i

m. L

CPuetD o000

L 11 P Y 1-129

W L
190. |
. b
.0}

(191 28

- e .‘>‘_
RARTYS e 3 R W TR N TR W TR TN QN R TR R U e T e T
» nn PLUATD
Figurad4.1 — Cromatograma da Purificacdo em Sephadex G-25 Fino da Somatomedina B Marcada com

500 Micro-Curies de 1-125

m-ps JNDEWE
14.3

oy

10.0}4

CPuelCOCO

1.00L

b2} IN-Be DFENADADS

“NL

.01}

1.43

1 b1} ey N S [ R U FNECIIY S W,
£000 8.0 30.3 8.3 4O.F 76.0 00.7 137, M2i. 1V, AB4,

W 00 PLUATE
Figura 4.2 —~ Cromatograma da Repurificacfo em Sephadex G-76 ds Somstomedina 8 Marcada com
600 Micro-Curies de I-125



37

18,
Mm-de ImpEnt
1%.1

.

108. L

CPuegnod

0.7

.8

t0.81

8.31

36.2} OFcRADAON

LIRS

.000 ..,l__,_.f [ WY W — S Y — -
L0000 Q.1 42.5 BY.E 04 3L, 327, 14D 18D, 10D, RIL.

NL 00 rLUAYS
Figurad.3 — Cromatograma de Repurificagio em Sephadex G-75 da Somatomedina B/I-126 Logo Apés
Primeira Purificacio

- m-p InaENe

160.
1

180. |

1.}

CPrue2cad

127. ¢

108, |

W-0 DFENADADA
.0

L 1-128

|

nol '\
i PR I

TRANRIN

B s
. 04,3 108,

— o A JUSESY N—
837, 14p. 190, 100, 21V,
AL OF CLVAT

. P R,
«0C0 P9

Figure 4.4 — Cromatograma ds Repurificacho em Sephedex G-76 da Somstomedine B/1-125, 24 hs
Apbs Primeire Purificacio



L LAY E

-7-

.80

L*s » &

— LASE APDY PRI

3.0y -
8 PURIPILALS

veese U BESES APED
PRINEIRA PIRIFICASsY

TN 1S

1891 0F 6RADADA

1 - - Lk 3 | D |
+050 15.1 30,2 e85 6.6 16.8 907 108, A21.  4N6. 180,
6. 03 LLnrg *
Figura 4.5 — Cromatogiama da Repurific:70 em Sephadex G-75 da Somatomedina B (Logo Apds e
2 meses Apds a Primeira Purificacio)

-002

8.6 MN-Be

o

[IXRN Y

3.8 1-128

L% @ JCCC302

3.0}
.81
ﬂ-lr
10,81

"

.NOL PO R SRR W gul o S W SP |
Buw  0.L0 4,00 0.82 0.09 18.0 1.0 140 180 )

N, I8 fLUAT

]
”ne 1.0

Figurs 4.8 - Cromatograma ds PurificacBo em Sephadex G-26 Fino ds Somatomedina B Marcads com
800 Micro-Curies de 1-126



29

.1 .
' "B e he INTEERA
“wa PYLYADAN

0.8l

Pua(0Ca3

-

35.of

1.8

2.0}

8.r1L

Y o] ' iy S SR
040 ®1.1 42.3 03, 84T 108, 121. (ep. 109, 180. ti°

WL 0% [LUATE
FiguraA4.7 - Cromatograrmna da Repurificacdo em Sephadex G-75 da Somatomedina B Marcada com

600 Micro-Curies de 1125

.000

.9, m-2e

1.8

Tre e 13330

ol !

11.00

1-118

[TH ]S

'\

N IY) PN, | g T Y VP

| Ty | L o X % " )
LU R L N T M O T I I TR T i Ty M T e TR |
orul Crerinrreg

Figura 4.8 - Cromatoe'etroforetograma de Alfouota da Mistura de lodacio da Somatomedina B



Tabela IV.1

Resultados dos Cdlculos de Areas do Perfil de Purificacio da SM-B®
em Sephadex G-25 fino

lodacOes % de SM-B* % de iodo livre
1 370 63,0
2 494 50,6
3 55,4 44,6
4 55,5 445
5 71,5 28,5
5381125 46,2t 125
Tabela IV.2

Resultados dos Cilculos de Areas dos Perfis Cromatogréficos, Referentes &
Repurificagio da SM-B®* em Sephadex G-75

% de SM-B* como agregzdos

maoleculares ou fragio % ?:tesgh:;a % de iodo livre
danificada
289 644 6,8
289 654 57
277 65,5 6,8
22,2 69,3 8,5
23,2 na 5.7

26,21 3,2 67,1129 6,7%1,i
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4.2 — Resultados das Andlises
4.2.1 — Cromatoeletroforess ¢ Auto-Radiografia

A Figura 4.8 apresenta o resultado da cromatoeletroforese e da auto-radiografia » que foi
submetida uma aliquota da marcacdo, antes de sofrer o processo de purificacSo. A cromatoeletrofr; ese
foi efetuada com cinco diferentes amostras de marcagdes.

A Figura 4.9 apresenta o resultado da cromatoeletroforese e auto-radiografia de uma alfquota
do pico 1, fracdo 5, correspondente ao polipeptidio marcado, resultante da primeira purificaclo dada
pelo gréafico 4.1,

A Figura 4.10 mostra o resultado da cromatoeletroforese e auto-radiografia a que foi submetida
a fracdo 11, que corresponde ao iodo livie — pico2 do grifico 4.1, Alfquotas destes fragBes de
polipeptido ¢ de iodo livre foram analisadas em amostras de cinco diferentes eluigBes.

As Figuras 4.1, 4.12 e 4.13 registram o perfil resultante da aplicag3o de amostras, logo apés a
repurificagio em G-75 representada na Figura 4.2, das frac3es 48, 103 e 123 que sdo: a frag3o danificada
ou agregados moleculares — pico 1, fragdo indene — pico 2, e o iodo livie — pico 3, Esta andlise foi
determinada em amostras de cinco diversas repurificagdes.

As Figuras 4.14, 4.15 e 4.16 evidenciam os resultados obtidos pela cromatoeletroforese de
alfquotas, correspondente ao polipeptidio indene, apbs 1, 2 e 6 meses da sua purificac3o, perfodo este
em que ficou estocado na temperatura de 4°C.

A Figura 4.17 apresenta o resultado da cormatoeletroforese da fragdo 48, correspondente ao
pico 1 da Figura 4.2, ap6s 6 meses de sua repurificacdo, Esta fracdo corresponde ao pico de danificado
ou de agregados moleculares do pclipeptidio marcado.

42.2 - Resuitados da Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

A Figura 4.18 apresenta o resultado de andlise de uma aliquota da marcacio antes de sus
purificacdo, dentre as quatro analises realizadas em misturas de marcagdes.

A Figura 4.19_ apresenta o perfil encontrado na andlise da frac3o 5, correspondente so
polipeptidio iodado e referente ao pico 1 da purificacgdo em Sephadex G-25 fino.

As Figuras 4.20 e 4.21 representam respectivamente, as anslises das amostras do primpirq e
terceiro pico resuitantes da repurificagdo em Sephadex G-75, e sdo correspondentes 3 fraclo dapificada
ou agregados moleculares e ao iodo livre. Esta andlise foi realizada em cinco amostras diferentes.

As Figuras 4.22, 4.23 e 4.24 sio resultados das andlises de amostras do segundo pico da
repurificagdo, logo apbs a sua realizaglo. Também foram efetuadas 4 medidas,

As Figuras 4.25 e 4,26 sdo correspondentes 3 andlise por PAGE das mesmas amostras dos
gréficos anteriores, apds um perfodo de 30 dias entre a repurificacBo e s eletroforese em gel de
poliacrilamida.

A Tabela 1V.3 evidencia os resultados percentuais de SM-B® (ntegra, encontradas na andlise por
PAGE de cinco amostras diferentes de SM-8° , ap6s separacSo por cromatografia em Sephadex G-25 fino
e G-75,

A Figurs 4.27 mostrs s representacdo grafica da separascBo por PAGE ds fraclo livre ¢ ligada a0
anticorpo, quando 17000 cpm de Somatomedina B® & incubada com o primeiro snticorpo dilufdo a um
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fotor de 1:40000., A separaclo por PAGE dispensa evidentemente o uso do segundo anti
corpo.

A Figura 4.28 mostra a andlise da mesma amostra anterior, correspondente ao tubo controle,
onde o primeiro anticorpo & substitufdo por igual volume de tamp8o diluente A.

42.3 — Resultado da Determinaglo de Atividade Especifica

A Tabela 1V.4 registra os resultados de determinagdes de atividades especificas de trés amostras
de Somatomedina 8 marcada com 125, cujas massas foram determinadas pelo método do
wto-deslocamento. A terceira coluna apresenta os valores percentuais da frac3o de Somatomedina B,
ligada ao anticorpo, onde T & a radioatividade total em cpm presente na amostra,

A atividade espec(fica, Gltima coluna, é calculada 8 partir da atividade e da massa existente na
amostra dosada.

Tabels IV.3

Controle de Pureza da Somatomedina B—'?%) Separads por Cromatogratis em
Sephadex G-25 Fino e Posterior Repurificacio em Sephadex G-75,
Analisada por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

. Valores percentuais de SM-B® (ntegra
N9 de Anédlises
PurificagGes em Sephadex Purificagdes em Sephadex
G-25 fino G-75
1 96,8 99,6
2 98,< 100,0
3 98,0 998
4 98,8 100,0
5 98,3 99,9
Tabela IV.4

Determinaglo da Atividade Especifics de Somstomedina B—'??¢

BN Atividade
Amostras cpm % ( ——T— ) Mama Atividade espec(fics
sdicionsdo {ng) {uCi) (uCi/ug)
A, 66643 12,0 0,64 0,0361 56,4
A, 20230 180 0,38 0,010 50.0
A, 14628 20,4 017 0,0006 66,9
84,1238




4.3 - Resultados das AvaliagBes das CondicBes Otimas

4.3.1 — Quantidade de Tracador a ser Usado

A Tabela IV.5 mostra a rigagdo ocorrida quando diferentes atividades de Somatomedina B
marcada com ’25I, e diferentes diluigBes do anti-soro, s3o submetidas 3 incubac8o por 4 dias a 4°C, sem
adi¢do de massa fria.

A ligac3o se aproxima de 50% na diluigdo do anti-soro de 1:200.000, quando a atividade é de

5000 cpm. Na diluicdo de a ligagdo se torna préxima de 50% quando é usada uma atividade

1
100.000
de 10000 cpm.

4.3.2 — Escolha do Tftulo do Anti-Soro

O resultado da determinac3o de titulo do anti-soro & apresentada na Figura 4.29, Colocou-se a
percentagem de ligagio em fungdo do inverso da diluicdo do anti-soro. A diluicdo 6tima encontrada na

ligagdo de 50% & de

-

1
180.000 ~

4.3.3 — Tempo de Incubagio

A Tabela 1V.6 mostra a percentagem da frac3o de Somatomedina B®, que permaneceu liga-ds 8o
anticorpo, em fun¢o do perfodo de incubacdo a que foi submetido o meio de reaclo. A andlise de
varianga o teste de Tukey nJo acusaram diferenca significativa de ligacio apds o 3° dia de incubaglo.
(@ =0,05). A Tabela indica os valores de ligac3o em triplicatas de cada amostra.

4.3.4 — Diluiglo do Segundo Anticorpo

A Tabela IV.7 mostra os resultados da ligacio entre a Somatomedina B® e o primeiro anticorpo,
em funcdo da diluicdo do segundo anticorpo, om o objetivo de tornar complets a separacdo, evitenda A
acdo de substincias interferentes.

4.4 — Resultados da Curva Padrlio do Enssio de Somatomedina B
Na Tabela 1V.8 apresentain-se os resultados da curva padrio para concentracBes compreendides
entre 0,31 3 10 ng/ml.

BB : :) com as respectivas concentracBes dos
-]

padrBes, foram lancados no gréfico representado na Figura 4.30 em papel semi-log pars construclo da
curva,

Os valores médios percentuais das razles |

A Figura 4.30 mostra 8 curva padrfo, bem como os valores médios e os desvios padrBes dos
pontos, Determina-se a sensibilidade do método pela leitura da concentraclo correspondente & ligaclo de
80%,

Na Figurs 4.31 8 mesma curva padrfo & apresentada na forma de logit(Y) contra fnx pois
tacilita o céiculo de sua inclina¢3o.
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Tebela iV.6

Quantidade de Somatomedina B '2*1 e Diluicho do
Anticorpo Adequado pers o Enssio

8, —N
Dilviglo Resultados % | T )
Antisoro 5000 cpm 10000 cpm 17000 cpm
1: 400000 23,2 149 9.9
1: 200000 460 350 218
1: 100000 638 59,6 40,6
Tabels IV.S

Determinacio do Perfodo de incubeclo Adequado pers o Enssio

o
Incubecho 8 4°C Resultados % (u)
(dias) T
1 19,0 21,0 200
2 310 2056 N3
3 45,1 438 428
4 432 93 459
6 46,1 464 493
6 484 470 47,7
7 61.3 60,1 49,6




Tabela IV.7

Estudo da Diluicdo Adequada do Segundo Anticorpo,
para a Completa Separagio das FracGes Liwes e Ligadas ao Primeiro Anticorpo

Dilui¢io do segundo anticorpo Resuhtados % (BT)
1:32 430
1:16* 47,6
1:8 446
1:4 42,1
1:2 39,2

* Diluigdo do segundo anticorpo escolhida para uso no ensaio.

Tabela IV.8

Curva Padrio do Ensaio de Somatomedina B para Concentragpfes
Compreendidas entre 0,31 a 10 ng/ml

P B-N
B BN %! ) % (B/T)
{ng/mi) Bo =N
L
!
' 0 1308 0 0 0
' 0 12042 10734 100,0 470
| 031 11226 9918 024 439
1 0.63 10075 8767 81.7 304
1.26 8299 6991 65.1 324
l 2,50 6524 6216 486 26,6
3.75 4807 3499 326 18.8
5,00 4206 2898 270 164
10,00 3233 1925 179 126

h -
!

Padr30 do SM-B adicionada 80 sistema de reaclo.
B - Contagens correspondentes 3 fracio de SM-B® marcada com '“l, unids 30 snticorpo (média de
3 determinagBes).
N ~ Contagens nfo especificas obtidas pelos tubos controles.
8, — Contagens do complexo SM-B* unida so anticorpo no ponto de ligacho méxima, ponto zero,
onde ndo hé adicio de massa fria.
T — Contagens totais de SM-B* presentes em cada tubo de reaclo.
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4.5 — Resultados das Caracteristicas Intrinsecas do Método
4,5.1 - Especificidade
Na Tabela V.9 faz-se a comparagdo entre os resultados provenientes da dosagem de umas mesma

amostra de soro, com alto teor de SM-B, em diferentes diluigBes. A concentraclo resultante corresponde
3 média de 5 determina¢des para ~ada dilui¢do.

Tabels IV.9

Controle da Especificidade da Técnica. Efeito da Diluico do Soro ns
Determinagio Hormonal Endbgens

Volume da Fator de diluigdo Valor obtido Valor obtido x
amostra do wro Xts fator de diluigio do
{uh) {ng/mi) soro X ¥ §
{ng/ml)

20 1:25000 1,03%0,08 25,75 ¥ 2,00

40 1:12500 1,74 ¥ 0,09 21,75%1,13

60 1.8333 266 %011 2217 ¥0,92

80 1:6250 3543045 22,13 %281

100 1: 5000 398 0,48 19,90 ¥ 2,40

X=22,34 2,12

A Figura 4.32 representa a reta de regress3o linear correspondente, ¢ que pode ser determinada
pela Equacio Y =0,0385x +0,28. O resultado da correlacdo r entre as diversas aliquotas tomagdas ¢ os
valores médios obtidos & de 0,9944, sendo significativo para a = 0,05,

A Figura 4.33 mostra a localizagdo dos pontos correspondentes aos valores médias encontrados
nas diferentes diluicBes, ao longo da curva padr8o. Observa-se que os pontos obtidos pels diluiclo do
soro, encontram-se muito proximos Aqueles obtidos pelo uso de solucBes padrles, praticaments se
sobrepondo so tracado da curva,

4.5.2 - Exstidio

Na Tabela IV.10 spresenta-se os resultados dos testes de controle de exstidSo, por meio de
provas de recuperaclo de quantidades crescentes de misturs de soros de teor de SM-B conhecido,
adicionadas 8 uma soluclio de concentraclo constante e conhecida de Somatomedina B.

O 300 teve a sus concentragio determinads em 10,30 £ 0,35 ug/ml, em dez replicatss no
mesmo ensaio em que foi realizado o teste de exetidlo.

A Figura 4.34 mostrs » rets de regressSo linear correspondente ¢ que é representade pele
equaglo Y =1,0929x - 0,0598. O coeficiente de correlaclo entre 0s valores esperados ou tedricos ¢ os
valores calculados, foi r =0,0993, significativo so nfwl de a=0,05, quando submetido a0 teste T de
Student,
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2 ~
§ = 0,0385X + 028

| r= 09944
o/= 0,05
20 40 60 80 100 ul do soro

Figura 4.32 — Controle da Especificidade — Efeito da Diluicio do Soro sobre a Concentr=cio de SM—B Endogena
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Tabela IV.10

Controle da Exatidio — Provss de Recuperaglio de Quantidades Crescentes de Mistura de Soros,
com Teor de Somatomedina B Conhecida, Adicionados a3 uma Solucio de Concentracio
Constante e Conhecida de Somatomedina B. X £ S : 10,30 £ 0,35 ug/ml de soro (n = 10)

Solugdo A Valor tedrico Valor obtido Valor calculado Recuperacfo
(ng/mi) de B(ng/ml) (ng/ml) de B Obt-A percentual
(ng/mi}

0,78 0,18 76,2
0,81 0,18 85,7
0,63 0,21 0,80 0.17 810
0,82 0,19 90 %

X=0,17 £0,02*
0,99 0,36 8718
1,00 0,38 92,7
0,63 0.41 0,98 0,35 854
1,00 0,38 92,7

X=0,37t0,02*
1,25 0,62 1000
1.25 0,62 1000
0,63 0,62 1,90 0.67 1081
1,30 0.67 108,]

X=0,65 ¢ 0,03°
140 0,77 939
1,45 0,82 1000
0,63 0,82 1,45 0,82 1000
1,65 0,92 112,2

X=0,83 £ 0,06°
1,66 1,02 99,0
1,66 1,02 99,0
0.63 1,03 1,70 1,07 1039
1,76 112 108,7

X=1,06+0,05°*

* Xt§




valor calculado de SM-B no soro (ng/ml)

1,2
10
081
0,64
§= 1,0929x - 0,0598
r 3 0,9993
0.4-1 d = 0'05
0,24
02 0,9 06 o8 1,0 1,2

volor tedrico de SM-B no .soro (ng/mi)
Figura 4.34 — Controle de Exatidio—Prowas de Recuperacio de Soras Adicionados & Solugio Padriio de SM—8
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4.5.3 - Sensibilidade

A tim de verificar a menor quantidade de Somatomedina B, que nos d& valores
significantemente diferentes do ponto zero, ez determinacdes foram feitas dos pontos P e P da curva
padrdo. Os resultados sdo apresentados nia Tabela IV.11. Tanto o teste estatistico F como aquele de
Tukey evidenciaram que as concentraches de P e P registraram valores significantemente diferentes do
nivel zero. Os resultados sdo significativos para a = 0,05.

Tabels V.11

Avaliagdo da Sensibilidade do Método

B—-N
Resultados em % ( )
P, (zero) P, (0,031 ng) P,(0,063 ng)
51,49 45,04 36,86
50,54 45,64 37,67
51,89 44,92 39,04
52,28 45,40 38,89
51,48 43N 37,03
52,89 46,73 38,79
53,65 44,47 38,70
51,89 45,30 38,22
52,14 44,64 39,40
52,50 45,09 38,52
X 52,08 45,09 38,31
S: 0,85 0,84 0,86
C.V.(%) . 1,63 1,86 2,24

4.5.4 - Precislo
4.5.4.1 — Reprodutibifidade Intrs-Ensasio

Na Tabela IV.12 s3o apresentados os ensaios de reprodutibilidade das amostras de soros A, M ¢
B, com alto, médio ¢ baixo teor de Somatomedina B respectivamente, dosadas num mesmo ensaio com
oito replicatas de cada amostra,

4542  eprodutibilidade Inter-Enssio

Na Tabels 1V.13 30 apresentados os resultados de reprodutibilidade das amostrss A, M e B de
s0r0s, com alto, médio e baixo teor de Somatomedina B respectivamente, dosadas em cinco ensaios
ronsecutivos, com 8 finalidade de avaliar a precisdo inter enssio do método, Os valores apresentados
correspondem 3 média de trés determinacBes de cada soro dosado,



Tabels IV.12

Andlise da Precislo — Reprodutibilidade Intrs Enssio

Amostra A Amostra M Amostra B
" (pg/mi) (ug/ml) (ug/ml)
280 13,5 70
320 14,5 6.8
280 135 7.0
330 12,5 1.3
290 14,5 6.8
270 14,0 7,0
26,0 130 7,6
25,0 14,0 7.8
X 28,50 13,60 7,15
S. 2,77 0,70 0,35
C.V.A%) 9,70 5,10 4,90
Tebels IV.13

Andlise de Precisfo — Reprodutibilidade Inter Ensaio

N? do A M B

enssio {g/ml) (ug/mi) {ug/ml)
1 20,42 18,76 6.70
2 27,60 14,88 7,80
3 22,50 16,80 8.90
4 30,30 13,90 9,50
5 26,70 18,20 8,80
X 27,30 18,31 8,70
s 204 1,07 0,60
C.V.(%) 11,10 7,00 7,90
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4.6 — Concentragdes Séricas de Somatomedina B

Na Figura 4.35, apresentam-se as concentracdes basais de Somatomedina B sérica humana e
respectivas médias, encontradas neste trabalho em individuos normais, em acromegélicos com hipertensio
comprovada de HGH e em pacientes com hiposecre¢cdo de HGH.

Todas as andlises foram efetuadas em individuos adultos e as amostras de sangue foram colhidas
em jejum.

As concentracoes médias e respectivos erros padr§o médio {(E.P.M.} encontrados foram:
310¢3.9, 198 10,21 ug/ml e 12,2 & 0,7 ug/ml para individuos hiper, normo e hiposecretores de HGH
respectivamente,

» — DISCUSSAO E CONCLUSOES
5.1 — Dos Resultados das PurificagBes

Na Figura 4.1, o primeiro pico de atividade corresponde ao polipeptidio iodado e o sequpdo ao
iodo livre. Na Figura 4.2, o primeiro pico possivelmente corresponderia aos agregados moleculares, o
segundo 3 fragdo fntegra de Sm-B” e o terceiro ao iodo livre. Entre os dois primeiros, podemos verificar
pequenas ondulagdes dando a impressio da existéncia de outros picos. Estes outros, provavelmente,
como se verificou noutras purificacdes, onde suas presencas tornaram-se evidentes, como mostras as
Figuras 4.5 e 4.7, decorrem de fragmentos de danificados que no processo de remanejamento ao acaso,
adquirem diferentes pesos moleculares.

O método apresentado na Figura 4.1, proporciona uma purificagdo simples e répida, com a
grande vantagem de se evitar 0 contato durante maior perfodo de tempo, entre o iodo livre e O
polipeptidio marcado, gracas ao uso da coluna cromatogrifica de pequenas dimensdes,

Entretanto, 0 Sephadex G-25 n3o separa as fragOes danificadas ou aquela resuitante de
agregados moleculares, da fracdo (ntegra de SM-B, tornando-se necessirio a repurificacdo pelo uso do
Sephadex G-75,

A alta resolugdo da separac3o obtida pelo uso de coluna cromatogrifica de grande altura e
pequeno didmetro, justifica o seu emprego. H4 de se considerar que o uso de coluna cromatogrifica de
pequena altura, aumenta a rapidez de separacdo, mas permanece uma pequena quantidade de iodo livre
que deve ser removida numa segunda purificagdo, Entretanto, o iodo livre retirado nesta segqunda
purificacdo, também pode ser decorrente de sua formacdo durante @ estocagem das fragdes de eluatos da
primeira nurificagio a 4°C, no perfodo de tempo decorrido entre a primeira e segunda purificagdes.
Outrossim, pode ser formado durante a eluicdo da amostra, visto que a repurificacdo em Sephadex G-75
necessita de 12 horas para ser completada. Tudo leva a crer que os trés fendmenos podem coexistir.

Através das Figuras 4.3 e 4.4, verifica-se que 8 repurificacdo da amostra logo apds a primeira
purificacdo e decorrido um tempo de 24 horas, apresentam diferentes conteGdos de iodo livre e de
fragBes resultantes de agregados moleculares, como pode ser visto nos primeiro e terceiro picos dos
perfis cromatogrdficos. A fim de se evitar 8 formaclo de maiores quantidades desses produtos,
procedeu-se A repurificacBo da amostra, imediatamente apds d sua eluiclo em Sephadex G-25,

Conforme se observa ns Figura 4.5, a repurificacho da SM-B® aps dois meses da primeirs
eluicdo, deu origem a0 surgimento de mais dois picos, que provaveimente devem corresponder d “raclio
danificada, com sensivel aumento desta e ca de iodo livre ds custas da diminuiclo da de polipeptidio
indens,
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Quando se aumentou a atividade de  '29) para 600 uCi, referentes 3s Figuras4.6 e 4.7,
evidenctase na Figura 4.7 a presengca de grande quantidade de agregados moleculares e de fracdo
danificada, diminui¢io da SM-B” indene e aumento da fragdo de iodo livre,

Os cllculos de &teas da Figura 4.6 resultaram em 49,4% para o primeiro pico e 50,6% pdara o
sequndo, e de 55,5% e 44,5% para os respectivos primeiro e segundo picos da Figura4 1, atestandoa
diminuicdo relativa da eficiéncia da iodagio.

Pela Tabela iV.1, verificase que a média pereentual de SMB-'25] ¢ de 53,8%, este cdiculo

fornece uma estimativa da eficiéncia de todagiio, sendo compatfveis com os resultados obtidos por outros
autores(:”'t’("”’

A Tabeta 1V.2, mostra um resultado médio de 26,6% para produtos de agregados moleculares
ou de danificados. Neste cilculo, considerou-se o primeiro pico da repurificagdo e também a &rea na
regido de pequenas ondulacdes, onde provavelmente se localiza a fragdo danificada, até a regido do
segundo pico correspondente & fragdo indene. Verifica-se grande participagdo da fra ;30 que seria
resultante de agregados moleculares, com pouca formacio de produtos daniticados, nas repurificagoes em
condigBes favoraveis de trabatho. Em condigdes desfavoraveis, a participacio de fragbes danificadas é
bemn maior, como se pode verificar nas Fiyuras 4.5 e 4.7,

A Tabela IV.2 também mosira uma percentagem média de 67,1% de SM-B* indene, registrando
a grande cficiéncia obtida através da marcagio pela Lactoperoxidase e pelo processo de purificagdo.

Para 0 uso nos enszios é suficiente o emprego de uma Gnica fracdo de 1 ml, uma vez que se usa
5000 cpm/tubo de reagdo. Fara um ensaio envolvendo 200 tubos testes, seriam suficientes 10° cpm.
Como pode ser visualizzdo na Figura 4.2, apenas uma fracio do pico de SM-B® indene pode ser usada,
fornecendo contagens suficientes. Este fato possitilita o emprego da fracdo de alta pureza.

5.2 — Das Anélises

As andlises realizadas por cromatocletroforese, revelam a migracdo da SM-B® fntegra que, por
sua vez, permaneceu na zona das prote/nas séricas, as quais se coram pelo azu) de bromofenol.

Este fato se deve 3 mobilidade da SM-B que, na cromatoeletroforese em pape! localiza-se na

regido de a-globulinas(gm.

Hormonios como a insulina e o de crescimento humano, que adsorvem bem 3 celuluse,
marcados pela CloraminaT, quando analisados pela Cromatoeletroforese, apresentam a frag3o’indene na
origem, a danificada migra na regido das protelnas séricas por perder 8 capacidade de adsor¢3o do papel,
e a de iodo livre migra em dire¢do ao anodo!41.42.92)

O hormbnio daniticado, encontra-se na regido das @; macroglobuiinas e albumina sérica, mas na
cromatoeletroforese, nJo h4d uma resolugdo eficiente da separacdo de prote({nas séricas'??), Em geral, 03
métodos eletroforéticos, com a notdvel excecdo da eletroforese em gel, ndo sJo sensfveis 3s alteracdes
sofridas pelas fracdes que se tornam daniﬁcadas‘"'.

Como & mostrado na Figura 4.8, os trés primeiros picos nSo estSo bem resolvidos, ¢ devem ser
docorrentes de Sm-B* em forma de agregados moleculares, Integra e danificada, sendo o quarto pico,
regido do iodo livre, bemn distanciado dos demais & na dire¢3o do anodo,

A Figurad9 e 4,12 atestam a eficidncia da purificacBdo em Sephadex G-25 e G-75
respectivamente, onde a participagdo do segurdo pico devido ao iodo livre, ¢ minima, O baixo conteGdo
de iodo livie na anétise da fracdo, revela a pureza dests, consequida j§ na primeira purificaglio.
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A Figura 4.10 mostra a locahizagdo do iodo livie na dire¢3o da regido do anodo, na andlise da
fracdo nimero 11, correspondente ao segundo pico da primeira purificagdo. Nota-se nesta figura um
pequeno pico ha regido do corante, que deve ser atribufdo 3 SM-B® que ndo foi totalmente separada do
iodo livre durante o processo de eluigio da amostra em Sephadex G-25,

As auto-radiografias demonstrtam a presenca da radioatividade nas reqides enegrecidas, e s3o
correspondentes aos picos de atividades obtidos nos perfis grdficos das Figuras 4.8, 4.9 e 4,10,

Na Figura 4.13 visualiza-se varios picos na regido de iodo livre, que podem ser condizentes com

(23
a presenga de 10do em formas diversas de polfmnms‘”d).

A estabilidade da fracio de SM-B® indene, é analisada nas Figuras 4.14, 4,15 e 4.16. A SM-B
demonstrou ser adequada ao uso apds 1 més de sua marcagao, estocada a 4°C.

A estabilidade da fragdo indene é maior do que aquela de agregados moleculares, conforme
pode ser analisado pelas Figuras 4,16 ¢ 4.17.

A andlise de mistura de marcacio pela eletroforese em gel de poliacrilamida, representada na
Figura 4.18, revela a pequena parcela de fragdo danificada ou resultante de agregados moleculares
tormados durante o processo de iodagdo, Esta fracio permanece no gel de amostra, a fracio de SM-B
indene localiza-se, em relacio ao anodo, na regido pré-albumina, e o iodo livre anteriormente 3 fracdo
indene, também em rzlagio ao anodo.

As Figuras 4.19, 4,22, 4,23 e 4.24 demonstram a pureza radioguimica das respectivas amostras,
alcangadas oelas purificacdes, confirmando os resultados obtidos pela cromatoeletroforese.

A Figura 4.20 demoritra a presenca de fragio indene de SM-B na andlise de fracdes de
agregados moleculares que foram separados pela cromatografia em Sephadex G-75. Estes agrédados
moleculares parecem ser apenas pol{meros da molécula de SM-B, ndo possuindo alteragdes significantes
em sua molécula que justificassem um comportamento eletroforético diferente do observado. Entretanto,
a estabilidade da fracdo de agregados moleculares ¢ menor gue aguela da fracdo indene.

As Figuras 4.25 e 4.26 demonstram a estabilidade notdvel das fracdes analisadas nas
Figuras 4.22 e 4,23 respectivamente.

Os resultados da Tabela 1V.3 evidenciam a alta pureza das fragcdes de SM-B indene, chegando
ser de praticamente 100%, apds a repurificacio da amostra.

A Figura 4,27 demonstra a localizacdo da SM-B® ligada a0 anticorpo, que permaneces no gel de
amostra, enguanto que a fragdo indene livre se encontra no segundo pico. A Figura 4,28 demonstri 3
localizago da SM-B* indene livre, na analise da mesma amustra da Figura 4.27, onde nio se adicionau
anticorpo. Observa-se que a preparagdo é bem pura sem existéncia de outros picos de atividad:

O uso de técnicas que separam simultaneamente todos os componentes presentes na amostrs,
permitem 8 um s tempo a estimativa de cada componente da amostra, Como se pode comprovar na
andlise de amostras pelo PAGE, praticamente ndo existe fracdo de agregados moleculares ou danificadass
nos eluatos correspondentes ao polipeptidio indene, justificandose o emprego ds CEF, mesmo
considerando uma provével separacdo incompleta, o que ndo interferiria com a andlise, devido d sua
participagdo de pequena monta,

Os valores registrados na andlise pela cromatoeintroforese e pelo gel de poliacrilamida,
comprovam a eficiéncia dos métodos de purificacBes empregados. Em vista dos resultados obtidos,
persistimos no emprego deste método de preparagdo do antigeno marcado, embors O uso de coluna
cromatogréfica nessas dimens3es torne a tdcnica mais trabalhosa,
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A anvidade especifica média de 54,1 + 3,6 pCi/ jig, apresentada na Tabela 1V.4, mostra uma boa
atividade especfhed gue peimite a reabizagio de ensaios corn alta sensibilidade como se verd no item 5.4,
Este método de cilculo de atividade especifica é pn-ciso“G'BH e tem a vantagem de relacionar a
atvidade da amostia com relagio 3 massa correspondente imunorreativa, uma vez que a sua
determinagio se faz por meio de reacdo imunoldgica, usufiuindo-se da capacidade de complexa¢io com
o anticorpo. Com o0 uso de preparagies com esta atividade especifica, a massa de Somatomedina B
marcada  com '2r’|, utihzada no ensaio foi de apenas aproximadamente 59 pg., considerandose a
atividade  especffica da preparagio 54,1 uCi/ ug, a eficiencia do aparetho 70% e a contagem da
preparacio marcada empregada 5000 cpin, Essa pequena quantidade de tragador usada ndo interfere na
sensibihdade do ensaio, tornando possivel a quantificagio de pequenas concentracdes de ant(geno.

5.3 — Das Avahagoes das Condicons Oremas

Contorme 1ot decutido no itens 350 v moinedo s Tatw! IV B evconhen se a quantidade de
tracador a ser usada no enono, gue desse SO0 cpm;, Tato gue pussibilita maor diluigdo do anti-soro, sem
prejufzo na praticabilidade de detecgdo da radioatividade.

Na escolha da diluigio 6tima do anti-soro, mostrado na Figura 4,29, o ponto de ligacdo de 50%
foi encontrado na diluigio do anti-soro de 1:180000. Observa-se na mesma fijura, que em excesso de
anticorpo, a liqagao é de 987, denotando a alta imunarreatividade da preparacdo.

A anilise dos dados da Tabela 1V.6 pela andlise de variarga e o teste de Tukey, nio acusam a
diferenga signiticativa ap6ds o 39 dia de incubagio, razdo pela qual o perfodo de incubagdo escolhido foi
de 4 ou 5 dias, para dar uma margem de sequranga. Nota se a manutencio da capacidade imunor, eativa
ao lanqo do teste, o que r(;vrla a estabilidade da preparacio também no que concerne & manutengdo de
imunorreatividade da preparacio,

Com relagio A Tabela IV.7, a escolha da diluigdo do 29 anticur po deve-se ao fato desta diluicdo
proporcionar maior eficitncia na separagio, conforme pode ser visualizado. A maior diluicdo que
consegue separat as fraches de forma eficaz, deve ser escothida, uma vez que o excesso de 29 anticorpo
ou do tampin diluente causd dumnuicio na eficidncia de separagdo das fr,yci'msmm.

A separacio pelo método do duplo anticorpo & pratica, faolitando o seu empueyn #m rotina
clinica. A espeaficidade da reagdo, torna possivel uma excelente separagdo, com pouca participacdo de
ligagdes incspc:cﬂiws“”, da ordem de 5%, conforme mostra a Tabela1V.8, que nio interterem na
qualidade do ensaio,

Cumpre recialtar que a posshihdade de efetudr 0 ensaio das amostras e padrdes em condicdes
andlogas, deve-se 30 fato do soro ser usado em diluighes extremas, Outro fator decorrente desse fato e
que deve ser considerado devido a sua importdncia, & a possibilidade de se evitar efeitos ndo especificos
de protefnas plasmaticas normalmente observados em amostras de concentracdo plasmética elevada'®t!,

O fato de se usar soros em diluicdo elevada, eviia também a degradacdo de SM-B® pelos
componentes da amostra, durante o perfodo de incuba;&o‘%’. Este fato assegura um meio homoblogo
entie 0s padrdes e soros, e portanto progucia comportamento andlogo entre amostras e padrBes, o que ¢
um f110r ideal em radioimunoensaio!94:99),

A determinacdo da senutnlidade do ensaio, pelo inétodo gréfico‘“"g' conforme apresentado
na Figura 4.30, apresentou resultado proximo dquele inostrado no item 4.6,3, com valores de 0,37 e
0,31 ng/mI respectivamente,

Estes valores devem ser multiplicados por um fator 5000 para se encontrar a sensibilidade de
determinacdo d.: SM B em soros humanos, uma vez que estdo dilufdos por este fator no ensaio.
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‘ A inclinacdo da reta representada na Figura 4.31, foi de - 1,1724, sendo que a ideal é igual a
£1,0/70),

5.4 — Das Caracteristicas do Método

De acordo com o critério proposto por Melo® (ver Apéndice), podemos considerar o coeficente
de correlagio encontrado: r = 0,9944 como excelente, sendo significativo para a = 0,05, A Tabela IV.9,
fornece praticamente os mesmos resultados para o soro ndo dilufdo e em diferentes dilui¢des, quando
estes sdo corrigidos pelo faior de diluigdo. :

A linearidade e a alta correlacdo demonstrada na Figura 4.32, comprovam a inexisténcia de
fator sérico interferente, sendo portanto uma prova da especificidade do sistema, conforme preconizado
por Yalow'?! ). A distribuicio dos pontos quando transferidos para a curva padrdo da Figura 4.33, revela
o idéntico comportamento dos soros e solu¢Bes padrdes, validando a eficdcia da técnica proposta.

A validade da técnica, requer a recupera¢do quantitativa de hormdnio adicionado ao plasma ou
soro'96) A recuperacdo apresenta valores médios de B3%, para concentragdes extremamente baixas de
SM-B, na concentragio de 0,21 ng/mi, e alcanga 103% para valores ainda baixos, de 1,03 ng/mi,
conforme registrado pela Tabela IV.10. A correlagdo apresentada pela Figurs 4.34, foi 0,9993, valor
considerado excelente.

A sensibilidade do método reflete-se pelo resultado de 0,031 ng dado pela Tabela IV.11,
permitindo mensuragdes séricas de SM-B de 0,155 ug, valor este que é cerca de 15 vezes menor daquele
encontrado em individuos normais. A sensibilidade do método depende da qualidade do anti-soro
usado'?0) ¢ da ae. da preparacﬁo“g) e reflete-se essenciaimente na inclinagdo do trecho inicial da curva
padréo“g’. As curvas padrdes obtidas mostram boa inclinagdo nas regides de menores massas de SM-B.

A andlise da precisio do método, por meio da precisdo intraensaio acusou valores do
coeficiente de variacdo para valores altos, médios e baixos de SM-B de 9,7, 5,1 e 4,9%, respectivamente,
oonforme evidenciado pela Tabela iV.12, sendo considerado bom para os dois primeiros valores e
excelente para o Gitimo. Os valores apresentados na Tabela V.13, s3o compatfveis com resultados bons
para os niveis médios e baixos de SM-B na anilise de reprodutibilidade inter-ensaio.

Estes resultados levam a crer que, para nfvei; altos de SM-B sérica, é conveniente uma maior
dilui¢do do soro, para um fator 10000, deslocando ressa forma, a leitura da concentracdo da amostra
para as regides centrais da curva padrdo, evitando-se a falta de precisdo comumente encontrada nas
regides caudais da curva padr50”°).

5.5 — Dos Niveis Séricos de SM-B Encontrados

Pela an8lise da Figura 4.35, verifica-se uma superposicdo dos nfveis de Somatomedina 8 em
indivfduos normo e hiposecretores de HGH. Entretanto, a técnica permitiu a discriminagdo das
concentragdes médias de SM-B nos tr8s niveis. A concentragdlo média de SM-B encontrada em
acromegalicos, é cerca de 3 vezes maior Aquela de pacientes com hiposecrecdo de HGH, o que ¢
consistente com os fresultados encontrados por Yalow‘ge’, que utiliza o método de iodaclo pels
cloramina-T e purificacdo em gel de amido com posterior repurificago em Sephadex G-50.

{*) Mein, E, L. (1970), “Tese de Livre Doclncin”, Facuidade de Madicina dn Universidade de S80 Paulo,
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6 — SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS
- Desenvolvimento da técnica de mensuracio da Somatomedina B por meiv de receptores
de membrana celular, que permitem a sua avaliacio em termos de atividade binldgica.
— Estudo dos niveis de Somatomedina B em recém-natos e durante o ciescimento infantil.

— Avaliagdo dos nfveis de SM-B em pacientes com deficiéncia de HGH tratados com este
hormdnio, e correlagdo com a resposta clfnica. ’

— Determinacio de SM-B sérica humana por meio de radioimunoensaio ¢ de receptores.
Aplicagdo da metodologia para separagdo dos pacientes com deficiéncia de crescimento
por caréncia de producio ou simplesmente por alteraclo da atividade biolbgica de
Somatomedina B.

~ Estudo dos niveis da SM-B em deficiéncis alimentar, principaimente hipoproteica.
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APENDICE
Os critérios estabelecidos por Melo em 1970 em Tese de Livre Doclncis sSo aqui apresentados,

1) Para o coeficiente de correlagdo r:
a} Excelontepara 0,980 < r < 1
b) Bom para 0841 < r < 0,980

c) Adequado para 0,871 < r < 0,941

2) Para o coeficiente de variagio (C.V.)
a) Excelente para0 < C.V < 0,05

b) Bom para 005 < C.v<0,10
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ABSTRACT

The various steps that are necessary for the setting up of Somatomedin B radioimunoassay sre presentéd,
Radioiodination was carried out through the snzimetic mathod of Lactoperoxidass whils the purification of the
labelled was performed first of Sephadex G-25 fine and then on Sephadex G-75. It wes found that a preparation of
125! labelied Somatomedin 8 presented a radiuchemical purity of 99,8%, a mean specific activity dewrmined by the
self-displacemant method of 54.1 1 3.6 uCi/ ug and 8 binding of 98% in the prasence of antibody excess. It was siso
shown that the high stability of this preparstion allows its use for up to one month after Iabelling, if it is stored in
refrigerator at + 4°c.

The separation between the free and the bound antigen wes achieved through the method of the second
antibody after a period of incubation of 4 days at 4°C.

The statistic analysis of the method showed also its specificity, which is proved through s study of the
dilution effect on human seruns where endogenous Sometomedin B is determined,

The correlation coefficient between different serum wolumes end the found velues of the method wes
r=0.9944. The accuracy wes demonstrated by the recovery of known ts of Some din B {standard) sdded to
sarum samples. This recovery was of 83% and 103% in the case respectively of 0.21 and 1.03ng/mi of added
Somatomedin B. The correlation coefficient between the expected theoric values and those that have been fgund in
the recovery tests wast r = 0.9993,

Precision was evaluated through the intra- and inter-assay reproductibility. In the first case, the veriation
coefficients were 9.7, 5.1 and 4.9% for the serum samples at high, medium snd low Somatomedin B8 contant
respectively. In tha case of inter-assay reproductibility, they wers instead 11,1, 7.0 and 7.9% for the same high,
madium and low contents,

The sensitivity of the method determined by discrete analysis of the first veluss on the standerd curve was of
0.31 ng/ml.

Finally sre presented the serum levels of Somatomedin B that hsve besen found in normel subjects and in
individuals with alterstion in HGH secretion.

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

-

. BARTOLINI, P.; ASSIS, L. M.; SCHWARZ, I.; PIERONI, R. R. An accurste determination u/
human growth hormone content in different pituitary extracts, using a radioimmunoasssy with

polyacrylamide gel eletrophoresis as a bound-free ssparation system. Clinics chim. Acts,
7__9223-36, 1977.

N

. BERSON, S. A, & YALOW, R. S. General methodology. In: YALOW, R, S., comp. Methods of
radioimunoassay of peptide hormones, Amsterdam, North-Holland, 1976. p.1-36.

w

BERSON, S. A, & YALOW, R. S. Quantitative aspects of the resction betwsen imsulin and
insulin-bunding antibody, J. clin. Invest g:1996-2016, 1969,

4. BERSON, S. A.; YALOW, R. S.; BAUMAN, A.; ROTHSCHILD, M. A,; NEWERLY, K. insulin 1-131
metabolism in human subjects: demonstration of insulin binding globulin in the circulation of
insulin treated subjects. J. Clin. Invest, 35:170-84, 19586,

. BOMBOY JR., J. D. & SALMON, JR.; W, D. Somatomedin, Clin. Orthop. {108):228-40, May 1976.



10.

1"

12.

13.

14,

15.
16.
17.

18.

18.

21,

75

. BRANDE, J. L., van den. The somatomedins and other humoral growth reguiating peptides, abstract

no 3, 10th Acta Endocrinologia Congress. Acta. endocr. (Kbh), Q(Suppl.): 42-5, 1975,

. BRANDE, J. L. & DU CAJU, M. V. An improved technique for measuring somatomedin activity in

vitro. Acta endocr. (Kbh), 75(2):233-42, Feb. 1974.

. BRANDE, J. L. & DU CAJU, M. V. Plasma somatomedin activity in children. Acta endocr. (Kbh),

184{Suppl.):195-6, 1974.

. BRANDE, J. L.; BUUL, S., van; HEINRICH, U.; ROON, F; van; ZURCHER, T.; STEIRTEGEN, A.

C., van. Further observations on plasma somatomedin activity in children. Adv. metabolic
Disorders, __8__:171-81, 1975.

BRANDE, J. L.; DU CAJU, M. V.. VISSER, H. K. SCHOPMAN, R.; HACKENG, H. H.;
DEGENHART, H. J. Primary somatomedin deficiency. Case report. Archs Dis. Cildh.,
49(4):297-304, Apr. 74.

BRANDE, J. L.; KOOTTE, F.; TIELENBURG, R.; WILK, M., van der; HUYSCR, T. Studies on
plasma somatomedin activity in different animal species. Acta endocr. (Kbh), 75(2):243 8,
Feb, 1974,

BRUNNINGS, K. J. Preparation and properties of the iodohistidines. J. Am. chem. Soc., G=9205-8
1947,

BURR, I. M.; GRANT, D. B.; SIZONENKO, P. C.; KAPLAN, S. L.; GRUMBACH, M. M. Some
critical factors in double antibody radioimmunoassay systems utilizing sheep anti-rabbit
precipitating sera for measurement of human serum LH, FSH and HGH. J. Clin. Endocr.,
29.948-56, 1969.

BUTT, W. R. A new method for labelling antigens for radioimmunoassay. In; INTERNATIONAL
ATOMIC ENERGY AGENCY. Panel on standardization of rsdioimmunoasssy procedures.
Vienna, 37 July 1972, Vienna, 1972. (IAEA-PL-496/5). /Separata/.

CATT, K. J. Hl1.Growth hormone. Lancet, ;933-939, May 1970.

CHERVU, L. R. & MURTY, D. R. K. Radiolabeling of antigens: procedures and assessment of
properties. Semin. nucl, Med,, 2(2):157-71, 1975.

CHOCHINOV, R. H. & DAUGHADAY, W. H, Current concepts of somat~mndin and other
biologically related growth factors. Disbetes, g_g( 171):994-1004, Oct. 1976.

CIANFRIGLIA, F. Current views on somatomedin (sulfstion factor). Folis endocr. {Romas),
' g_=6:71-84, Feb 1973,

COGGLE, J. €. Binlogical effects of radistion. London, Wykeham, 1971,

. DAUGHADAY, W. H. Regulstion of skeletal growth by sulfation factor. Adv. /ntern. Med.,

17:237-63, 1971,

DAUGHADAY, W. H. Somstomedin levels in human beings. Adv. Metabolic Disorders, 8:168-70,
1975,

. DAUGHADAY, W. H.; HALL, K.; RABEN, M. S.; SALMON JR., W. D,; BRANDE, J. L., van den;

WYK, J. J. Somatomedin: proposed designstion for sulphation fector. Neture (London),
235:107, ‘an. 1072,



70

23

24,

25.

26.

27

3.

23

37.

38,

EKINS, R. & NEWMAN, B. Theoretical aspects of saturation analysis. in: DICZFALUSY, E., ed.
Steroid assay by protein binding: transactions of the second symposium held in Geneve on
March 2325, 1970. Stockholm, /s.ed./, 1970, p.11-36. (Kacolinska symposium research -
methods in reproductive endocrinology).

FLETCHER, G. H. Textbook of radiotherapy. Philadelphia, Lea E. Fediger, 1973.

FREED(.ENDER, A. E. Practical and theoretical zdvantages for the use of 1125 i
radioimmunoassay. In: MARGOULIES, M., ed. Protein and polypeptide hormones; proceedings
of the international symposium, Liége. May 19-25, 1968. Amsterdam, Excerpta Medica, 1969,
p.3561-3.

FROESCH, E. R.; MORELL, B.; ZAPF, J.; ZINGG, A. E.; MUELI, C.; SCHLUMPF, U,; HEIMANN,
R.; EIGENMANN, E.; HUMBEL, R. E. NSILA-S: insulin-like properties, receptor bir.ding
activities and relationship to somatomedin, Acta Endocr. (Kbh)., :I_L_d(SuppI.):lBM, 1974,

FRYKLUND, L.; UTHNE, K.; SIEVERTSSON, H. Isolation and characterization of polypeptides
from human plasma enhancing the growth of human normal cells in culture. Brochem. Bicphys.
Res. Commun., 61(5.-950-6, Dec. 1974.

. GARGILLE, C. & RAYFORD, P. Double antybody radioimmunoassay for plasma gonadotrophins,

In: SUNDERMAN, F. W, comp. Laboratory diagnostics of endocrine diseases. St. Louis, Mo,,
Warren H, Green, 1971, chap. 118, p. 161-75,

. GIORDANO, G.; FOPPIANI, E., MINUTO, F.; PERRONI, D. Growth hormone and somatomedin

behaviour in the newborn. Acta. endocr. (Kbh), 8=l (3):449.54, Mar. 1976.

. GULPSMITH, S. J. Radioimmunoassay’ review of basic principles. Semin. nucl. Med., 2(2);1?552,

1975,

GOTVSCHALK, E. & POTCHEN, J, eds. Diagnostic nuclear medicine, section 20. Baltimore, Md.,
Wirliams & Wilkins, 1976. (Goldan's diagnostics radiology series, 20).

. GRANT, D. B, Giservations on th. precipitation reaction ir. & double-antibody imriuncassay fgr

insulin, Acta enciocr,, !_1_2(1):139-49, 1968.

CREENWOOD, F. i.; HIINTER, ¥. M.; GLOVER, J. S. The preparation of '3!|-labelled human
growth hormone of ligh specific radioactivity. Biochem. J., §9:114-23, 1963, .

KALL, K. Effect of intravenous adm.nistration of human growth hormone on ..phation factor
acti’ty in serum of hypopituitary subjects. Acte endocr. (Kbh), §__6(Suppl.):491~7, 1971.

HALL, K. uman somatomedin. Determination, occurrence, biological sctivity and purification,
Acta endo-- (Kbh), j_B_L_B(Suppl.}; 1052, 1972.

. HALL, K.; TAKANO K.; FRYKLUND, L.; SIEVERTSSON, H. Somatomedin. Adv. metabolic

Disorders, 2:19-46, 1975.

HAMPSHIRE. J.; ALTSZULER, N.; STEELE, R.,; GREENE, L. J. Radioimmunoassay of canine
growth hormone: enzymatic radioiodination, Endocrinology, _9___6:(3)£22-8, 1976.

HIGA, O, Z.; SOUZA, I. T. T.; WAJCHENEERG, B. L.; PINTO, H.; PIERONI, R, R.
Standardization of radioimmunosssay technique for determinstior of plssma insulin and
growty hormone. In: INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY. Radioimmunoesssy
and relsted procedures In mericine: procemdings of a symposium, Istambul, 10-14 September
1973. Vienna, 1974, p,291.307,



a1,

42,

43.

45,

47.

50.

51,

7

. HUGHES, W. L. & STRAESSLE, R. Preparation and proteins of seriim and plasma protei: X Y1V

low.nation of human seruin albumin. J. Am. chem. Soc., 72:45,2-7, 1950.

. HUNTER, W. M. Preparation and ascessment of radioactive tracers. 8r. med. Bull., 30{1):18-23,

1974,

HUNTER, ‘¥, M. Radioimmunoa: .. In: WEIR, D. M., ed. Handbook of experimental immunology,
vol. 1: Immunochemistry. 2.ed. Oxford, Blackwell, 1973, Cap. 17, p.1-36.

HUNTER, W, M. & GANGULI, P. C. The separation of antibody bound from free antigen. In:
KIRKHAM, K. E. & HUNTER, W. M., eds. Radioimmunoassay methods. Edingburgh,
Livingstone, 1971 p.243-57.

INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY. Advances in chemical radiosensitization:
proceedings of a panel on modification of radiosensitivity in biological systems. .. held in
Stockholm, 2529 June 1973. Vienna, 1974. (Panel proceedings series).

. INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY. Biological and environmental effects of low-level

radiation: proceedings of a symposium on. .. held in Chicago, 37 November 1975. Vienna,
1976. 2 vols. (Proceedings series).

1220, J. L.; RANCONE, A,; 1220, M. J.; BALE, W. F, Relationship between degree of iodinatian
of insulin and its biological, electrophoretic, and immunochemical properties, J. biol. Chem.,
239111):3749-54, 1964,

. JOEL, E. W.; SCHONBERG, D. K.; ILG, W.; KELLER, E. Problems of optimization of douhle

antibody radioimmunoassav of HLH, HFSH and HGH: “hook” phenomenon, false negative ano
positive patient values and linearly of values from patient plasma dilutions. In:
INTERNATIONAL ATOMIC ENLRGY AGENCY, Radioimmunocassay and related procedures
in medicine; proceedings of a sympasium, Istanbul, 10-14 Seprember 1973, Vienna, 1874.

JOHNSON, A.; CAY, E. D.; PRESSMAN, D. The effect of iodination on antibody activity. £
Immun., 84213-20, 1360.

. KABAT, E. A &% M»YED, M. M, Experimental immunochemistry, Springtield, 1ll., Thamas, 1961.

. KAGAN, A, Evaluation of commercial radioimmunoassay kits. Semin. nucl. Med, 2(2):173-82,

1975.

McFARLANE, A. S. Efficient tracelabelling of proteins with iadine. Nature (Londor),
182(4627).53, 1958,

MARCHALONIS, J. J. An enzymatic,method for the trace iodinetion of immunoglobulins and other
proteins. Biochem. J., ;_‘I_;QQQQ-JOS, 1969,

. MASON, A, S. Short .wature and its trea:ment, Br. Med. [, 3519-22, Mey 72,

. MAURER, H. R, Basic principles of polya:.i:.mide gel electrophoresis snd some recent advances of

the technique. Ann. Biol. Clin., 2=9:205-10, 1971.

. MAYBERRY, W. E. lodine chemistry. In: RALL ). E. & KOPIN, |. J, eds. The thymid snd

biogenic amines. Amsterdam, North-Holland, 1672, ~in, 2, ; 3-28.

. MERIMEE, 7. J. (solated growth hormone deficiency and related disorders, A. Rev. Med.,

25:137-42, 1974,



/]

57.

61.

62.

67.

70.

. MIYACHL, Y. VAITUKAITIS, J L.; NIESCHALAG, E.; LIPSETT. M. B. Enzymatic radioiodination

of gonadotropins. J. clin. Endocr. 3423 8, 1972,

MORRIS, 8. J. Specific radioactivity of radioimimunoassay tracer determined by self-displacement: a
re-evaluation, Clinica chim. Acta., 73213-6, 1976.

. MURPHY, B. E. P, Methodological prublems in competitive protein binging techniques: the use of

Sephadex column chromatography to separate steroids. In: DICZFALUSY, E., ed. Steroid assay
by protein binding: transactions of the second symposium held in Geneve on March 23-25,
1975. Stockholm, /s.ec./. 1970. (Karolinska symposia on research methods in reproductive
endocrinology). pg. 37-60.

., NEWTON, W, T. & JAFFE, B. M. Prir.ciples underlying current radioimmunoassay techniques. In:

& DONATI, R. M., eds. Radioassay in clinical medicine. Springfield, 1l. Thomas, 1974,
cap. 1, p.3-17.

. ORSETTI, A. Buffer solutions in radioimmunology. In: INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY

AGENCY. Panel on standardization of radiorrrmunoassay procedures, Vienna, 3-7 July 1972,
“lienna, 1972, {|AEA-PL-496/13). /Separata/.

PHILLIPS, L. S. & YOUNG, H. S. Nutrition and somatomedin. }. Effect of fasting and refteeding
on serum somatornedin activity and cartilage growth activity in rats. Endocrinclogy,
9_2(1):30414, 1976.

PIERSON, M., GRIGNON, G.; MALAPRADE, D.; HARTEMANN, P. Activity of blood
somatomedin during childhood in normal subjects and delayed growth. Ann. Biol. Clin. (Paris].,
34(1):11.8, 1976.

. PIMSTONE, B.; BECKER, D.; KERNOFF, L. Growth and growth hormone in protein calorie

malnutrition. S. Afr. med. J., 4:6:2102-5, Dec. 1972, .

. PINTO, H.; WAICHENBERG, B. L.; HIGA, 0. Z.; SOUZA, I. T. T.; WERNER, R. S.; PIERONI, R.

R. Separation of high-quaiity iodine-125-labelled pituitary luteinizing hormone for
radioimmunoassay. S3o Paulo, Instituto de Energia Atdmiza, set. 1974, (1EA-Pub. 362). '

. PINTQ, H.; WAJCHENBERG, B. L.; SOUZA, 1. T. T.; LERARIO, A. C.; PIERONI, R. R. Prepsro

de radioinsulinas para radioimunoensaio; Comparacio entre o método cldssico de Cloramina-T e
Lactoperoxidase. S30 Paulo, Instituto de Energia Atdmica, set. 1974. (IEA-Pub. 472).

PRATT J. J. & WOLDRING, M. G Rrrent developrments in radioimmunoassay. J. radioanal.
Chem., 354554 1977,

RAPPAPORT, H. nuninuinel control, of skeletal growth and maturation. Acts. endocr. (Kbh),
199(Suppl.}:71-2, 1875.

., REICHERT JR., L. E. Preparation of human protein hormones for use un radioligand sssays’

structure-function considerations. In: INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY.
Radioimmunoassay and related procedures in madicing; proceedings of a symposium, Istanbul,
10-14 September 1975. Vienna, 1974, p.59-69,

. REIF, A. E. A simple procedure for high-efficiency radioiodination of proteins. J. nucl. Med.,

91(4):148-55, 1967.

RODBARC, D.; RAYFORD, P. L.; COOPER, J. A,; ROSS, G. T. Statistical quality control of
radioimmunoassay. J. c/in. Endocr. 28 14128, 1968,



n.

.

74,

76.

7.

78.

80.

81.

82,

85,

87.

79

ROGOL, A. D. & ROSEN, S. W. Alteration of human and bovine prolectins by a chloramine T
radioiodination: Comparison with lactoperoxidase-iodinated prolactions. J. ¢c/in. Endocr. Metab.
39:379-81, 1974.

. ROSA, U.; PENNISI, F.; BIANCHI, R.; FEDERIGHI, G.; DONATQ, L. Chemicai and biological

effects of iodination of human albumin. Biochim. Biophys. Acta., 1°°,:486-488, 1967.

ROTH, J. Peptide hormone binding to receptors: A review of direct studies in vitro. Metabolism.
2=2(8):1059-73, Aug. 1973,

SAENGER, P.; ITVINE, L. S.; WIEDEMANN, E.; SCHWARTZ, E.; NEW, M. I. Growth with absent
growth hormone by radioimmunoassay: Letter. J. Pediatr., 8__5(1):1 378, Jul. 1974,

. SALMON, W. D. & DAUGHADAY, W. H. A hormonally controlled serum factor which stimulates

sulfate incorporation by cartilage in vitro. J lab. Clin. Med., 43(6) 825-36, Jun. 1957.

SCHIMPFF, R. M.; DONNADIEU, M.; GLASINOVIC, ). C. WARNET, J. M. GIRARD, F. The liver
as a source of somatomedin. Acta endocr. (Kbh), Q_:_!(2):365-72, Oct. 1976.

SCHNEIDER, B.; STRAUS, E.; YALOW, R. S. Some considerations in the preparation of
radioinsulin for radioimmunoassay and receptor assay. Diabetes, z__§(4) 260-7, Apr. 1976°

SCHWARTZ, T. B. ed. Receptor-active growth hormone in Laron dwarfism. Yb. Endocr., 1977 40,
1977.

, SERIF, G. S. & KIRKWOOD, S. Furtker properties of the soluble and mitochondrial systems.

Part- I1. In enzyme system: concerned with the synthesis of monoiodotyrosine. J. Biol. Chem.,
233:109-15, 1958.

SIEVERTSSON, H.; FRYKLUND, L.; UTHNE, K,; HALL, K.; WESTERMARK, B. Isolation and
chemistry of human somatomedins A and B. Adv. metabolic Disorders, 2.47-60, 1975.

SLEDGE, C. B. Growth hormone and articular cartilage. Fedn. Proc., gg:1503-5, Apr. 1973

SOMATOTROPHIN and somatomedin. Lance?, 3:469-70, Sep. 1972.

. TARANTA, A.; WEISS, H. S.; FRANKLIN, E. C. Precipitating factor for 2qgre;:t~' y-globuling in

normal human sera. Nature, 1__8___9(4760}:239-40, 1961.

. THORELL, J. I. & JOHANSSON, B. G. Enzymatic iodination of polypeptides with 251 to high

specific activity. Biochim. biophys Acta, 3_5__1:363-9, 1971.

UTHNE, K. Human somatomedins., Purification snd some studies on their biological actions. Acts
endocr. (Kbh)., 175(Suppl.}1-35, 1973, )

. WASTESON, A.; WESTERMARK, B.: UTHNE, K. Somatomedin A and B: demonstration of two

different somatomedin like components in human plasma. Adv. metabolic Disorders, g 1101-13,
1975.

WHITAKER, J. R, Determination of molecular weights of proteins by gel filtration on Sephadex.
Analyt Chem., 35(12):1950-3, Nov. 1983,

. WYK, J. J., van; UNDERWOOD, L. E.; HINTZ, R. L., CLEMMONS, D. R.; VOINA, 8, J,;

WEAVER, R, P. The somatomedins: a family of insulinlike hormones under growth hormone
control. Recent Prog. Horm. Res, ?_._0-759, 1974,



9.

92,

3.

95.

96.

97.

. WYK, J. J.; UNDERWOOD, L. E.; LISTER, R. C.; MARSHALL, R. N. The somatomedins. A new

classe of growth-regulating hormones. Am. J. Dis Child., 1=26(5):70511, Nov. 1973.

. YALOW, R. S. Radioimmunoassay methodology; application to problems of heterogeneity of

peptide hormones. Pharmac. Rev., _2_=5(2):161-78, 1973,

YALOW, R. S. Radioimmunoassay practices and pitfalls. Circulation Res, 32/33 (Supp!.):116-25,
May 1973.

YALOW, R. S. & BERSON, S. A Antigen adsorption, In: & BERSON, S. A. eds. Methods
in investigative and diagnostic endocrinology, vol. 2A. Amsterdam, North-Holland, 1973. cap. 4,
p.120-5. '

YALOW, R. S. & BERSON, S. A. immunoassay of endogenous plasma insulin in man. J clin.
Invest,, 39:1157, 1960. :

YALOW, R. S. & BERSON, S. A. Special problems in the radioimmunoassay of small polypeptides.
In: MARGOULLIES, M., ed. Protein and polypeptide hormones: proceedings of the international
symposium, Lidge, May 19-25, 1968. Amsterdam, Excerpta Medica, 1969. p.71-6.

YALOW, R. S. & BERSON, S. A, Topics on radioimunnoassay of peptide hormones. In:
MARGOULIES, M., ed. Protein and polypeptide hormones: proceedings of the international
symposium, Lidge, May 19-25, 1968. Amsterdam, Excerpta Medica, 1969. p.36-44,

YALOW, R. S. & BERSON, S. A. Validation of radioimmunoassay procedures. In:
INTERNATIONAL ATOMIC ENERGY AGENCY. Panel on radioimmunoassay procedures, 3-7
Jul. 1972 Vienna, 1972, (IAEA-PL-496/2). /Separata/.

YALOW, R. S.; HALL, K.; LUFT, R. Immunoreactive somatomedin B in urine. J. ¢lin. Endocr.
Metab., 41(3) 6389, Sep. 1975.

YALOW, R, S.; HALL, K.; LUFT, R. Radicimmunoassay of somatomedin B. Application to clinical
and physiologic studies. J. clin. Invest., 55(1):127-37, Jan. 1975



INSTITUTC DE ENERGIA ATOMICA
Caixa Postal, 11049 — Pinheiros

CEP 05508

01000 — SA3c Paulo — SP

Telefone: 211-6011
Enderego Telegrdfico — IEATOMICA
Telex — 011-23592 IENA BR



