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PADRONIZAÇÃO E APLICAÇÃO CLINICA DO RADIOIMUNOENSAIO DE

SOMATOMEDINA B SÉRICA HUMANA. DESENVOLVIMENTO DO

MÉTODO DE RADIOIODAÇAO ENZIMATICA

EMa Naiva Dominguas da Silva Goma*

RESUMO

Padronizaram-» m difaianta» fasas para o radtoimunoansaio da SM-B, afatuando a radtotodacBo paio método

anzimétko a a purificação am Saphadax G-25 fino a poitarior rapuríficaçtb am G-75. Damonttrou-sa qua a

da SM-B i m m » com I. apraatnta puraza radioquimica dl 99.8%. atividadt aspacffica medi» dttarminada pato

mttodo da auto dtslocamanto d» 54.1± 3.6fiCi/pg a ligaçio da 98% am presanca dt axoaoo d» anticorpo.

A saparaçio dat fraçBat livrei a ligadas loi faiia paio método do ngundo anticorpo, apôs um parfodo da

incubaefo da 4 diai a 4°C.

A anüisa astatfaica do método dtmorurrou a sua aspacificidsda, analisada através do astudo do afaito da

dMuiçio do soro am daajrminaçoas dt SM-B andogena. O ooaficianta di corralacio tntra oi difarantas volumas da soro

a valoras obtidos, foi r = 0,9944. O attudo da axatidio, dtmonjtrou racuparaefles da tc.-w, adicionados è sotuçto

ptdrfo, da 83% a 103% para raspactivamanta 0.21 a 1.03 ng/ml da SMB adicionada. O coaficianta da corralaçfo antra

oa valoras «parado* ou taoricos a o> obtidos nas provai dt racuparaçfo. foi r = 0,9933. A prtasfo foi astimadt pata

raprodutibilidada intra a intar-antaios. O primairo cato, acusou coaficiantas da variaçfo dt 9,7; 6,1 a 4,9%

ratpactrvamania. para as anistias dos soros com alavado. médio a baixo taor da SM-B. Os coatiòantat da variação na

raprodutibilidadi intar-ansaio foram dt 11,1; 7,0 a 7,9% para valorai altos, médio* a baixo» dt SM-B raspactivamanta.

A atnsibilidada da técnica datarminada por analisa discrata doa ponto» Inicia* da curva padrfo, naultou am

0,31 ng/ml a 0,37 ng/ml no ponto d* 90% dt ligaçio.

Finalmanta apratanta-sa ot nrvait dt SM-B séricoa ancontrado* am indivíduo* normais a com altaraçflas da

1 - INTRODUÇÃO

1.1 - Importância dot Radiortotopos am Madicina a Biologia

Ot radioisótopos slo largamanta utilizados am madicina nuctaar a biologia, na forma da tantas

da irradiaçlo a na forma da traçadorat. No primairo caso, os radionucICdaos nlo intaragtm diratamanta

com o maio irradiado, atta apaoas racaba at radiaçoas emitidas paio radioisótopo. No tagundo, o próprio

radioitótopo interage com o tistama am analise a i incorporado por asta.

At fontat da irradiaçlo tio amplamente empregadas am redloterapla124' a o tau uso sa faz quar

a distancia, quar am contato com o material biológico, tendo particularmente úteis no tratamento da

tumores malignos. At fontes radioativas tio também usadas em radiobiologia'1", onda a IrrloacJo da

Aprovada para publicação em íatambro/1978.



cultura de tecidos ou células dá subsídio ao entendimento dos efeitos da radiaçio i nível de biologia

molecular' ' e ao estudo da radiossensibilidade de diferentes organismos, bem como os efeitos de

substancias radioprotetoras • red>ossensibili?adoras"9>. frente • txposiçlo em diversos níveis de doses de

radiação.

Os traçadore» , mediante contato íntimo e interação com o sistema biológico, slo

empregados em medicina nuclear para terapêutica e sobretudo para diagnóstico. No primeiro caso, os

traçadores viidm a destruição celular decorrente da incorporação de determinado radiofármaco

administrado em alta atividade Cita-se o emprego do iodeto em atividade elevada, que se presta ao

tratamento exigido em circunstancias onde p etende-se suprimir parcial ou totalmente a glândula

tireiodiana1241.

No caso de diagnostico, o uso de traçadores pode ser classificado como "in vivo" e "in vitro",

na dependência do radioisótopo ser introduzido no organismo em análise, ou somente entrar em contato

com o material biológico através dos fluidos corp6ri;os sem a prévia administração do radionuclfdeo. O

uso de traçadores nas provas " in vivo", implica na administração de radioisótopos ao paciente para

posterior detecção externa das radiações provenientes do corpo. A utilidade clínica do radiof.4rmaco

empregado é dependente da capacidade do radionuciídeo concentrar-se seletivamente em determinado

6rg3o de interesse. Em respeito a esta limitação, os radioisótopos são administrados sob diversas formas

químicas. É o caso por exemplo do iodo que se mostra um elemento de grande valia em medicina

nuclear, dado a sua vasta utilização nas provas ísot6picas. A administração de iodo sob a forma aniònica,

ocasiona a retenção deste elemento na glândula tireoidiana, em conseqüência da captação do iodeto pelas

células da tireóide. Desta forma, é possível a avaliação do estado funcional e da conformação da glãndui.

por meio dos estudos de captação e cintilografia tireoidianas. Em contrapartida, quando o iodo é usado

na cintilografia pulmonar, emprega-se o composto de macro-agregado de albumina marcada com este

elemento.

O uso de traçadores nas provas "in vitro" implica na marcação da substância de interesse,

utilizando-se um radioisótopo adequado, sem expor o organismo em estudo aos efeitos da radiação.

Como exemplo, cita-se a determinação da concentração de hormônios no sangue, mediante a utilização

de hormônios marcados com 1 2 5 I sem a prévia introdução deste isótopo no organismo de interesse.

1.2 - Prova» " I n Vi tro"

0 uso de traçadores nas provas "in v i t ro" 1 3 1 ' permite a mensuraçSo das substâncias existentes

em quantidades diminutas nos fluidos corporeos. Os métodos químicos e biológicos usuais ,

mostram-se pouco sensíveis e carentes de especificidade, tornando-se, portanto, inadequados para a

determifidção de substâncias existentes em micro quantidades, tais como os hormônios. As técnicas'3"

que fazem uso de substâncias marcadas com traçadores radioativos e que consistem na competição de

duas formas da mesma molécula, uma marcada e outra não radioativa, para ocuparem os sítios de

ligações de uma terceira de menor concentração, são denominadas genericamente de ensaios por ligação

competitiva - "Competitive Binding Assay" ICBA) ou de análise por saturuçlo, este último sugerido por

Barakat a Ekins em 1 9 6 1 1 2 3 ' . As bases dessas técnicas foram anunciadas por Yalow e Rerson em 1959

na determinação de Insulina por radioimunoentaio (RIA) 1 por Ekins em 1960 na dosagem de tiroxina

pela inálise por ligação competitiva proteica1 2 3 ' . A i origens dessas técnicas repousam no conceito d *

complexo antígeno-anticorpo.

Antígeno é qualquer material que, ao penetrar no organismo, 4 capaz da provocar a formação

da sen antagonista fundamental. Anticorpo é uma proteína da classe das globulínas, formada paio

organismo em resposta ao estímulo antígènico. A molécula do ant icorpo' 4 " difere da molécula da uma

gtobulina normal por possuir uma área da configuração complementar aquela do y u p o antigtnico com o

qual ala reage. A área complementar é denominada sítio da Itgaçlo a ocupa aproximadamente 1 % da

superfície da molécula da gama globulina qua tem um pato molecular da 160 .000 1 4 8 1 .



A capacidade demonstrada pelos anticorpos de somente reagirem com o antfgeno usado para
tiroduzMos, é denominada especificidade. Esta propriedade é de extrema importância, desde que torna
possível nSo somente a detecção mas também a determinaçSo de antígenos em misturas, que de outra
forma seriam de difícil quantificação.

Apôs as observações da formação de anticorpos por Collip e Anderson wti 19341 3 0 1 , por
repetidas injeções de tirotropina bovina em ratos, desenvolveu-se o conceito de complexo
antfgeno-anticorpo.

Desde então, muitos progressos foram feitos131 ' , permitindo dosagem de vários iiormônios,
c o m o t a m b é m de m o l é c u l a s pequenas até mesmo Ions. Assim surgiram outras
técnicas > 2 3 ' 3 1 ' 4 1 ' 5 8 > 6 8 ' 7 3 ' , nas quais o uso dos anticorpos foram substituídos por outras moléculas.
De acordo com a molécula usada, as técnicas recebem diferentes denominações. No caso de ser uma
proteína de ocorrência natural, é designada de ensaio por ligação competitiva proteica — "Competitive
Protetn-Binging Assay" (CPBA). Os primeiros a fazerem uso de tal procedimento foram Ekins'23 ' e
Murphy'5 8 ' . Quando a propina empregada é o anticorpo, a terminologia usual é radioimunoensaio
"radioimunoassay" ( R I A ) . Quando usamos uma enzima, o ensaio passa a ser chamado
radioenzimático131'. Quando se emprega anticorpos marcados, específicos para determinado antfgeno, a
técnica recebe o nome de ensaio imunorradiorr.éuico. Esta técnica foi desenvolvida por Miles e Hales em
19681 -4 1 ' . Há ainda outra análise denominada ensaio por receptores, primeiramente usados por
Lefkowitz e Goodfriend em 1969 no estudo da interação de 1 2 5 I - ACTH e 1 2 5 I - antigiotensina,
respectivamente, CG... OS receptores específicos das células alvo

Conforme demonsuado pelo estudo da ligação de hormônios peptídicos a receptores
específicos, o primeiro passo para a ação de hormônios em tecidos alvos, è a sua ligação com os sítios
receptores específicos da: células alvo . 0 uso de receptores em substituição ao uso de anticorpos,
permite a quantificação de hormônios biologicamente ativos no plasma.

O princípio de todas estas técnicas é o mesmo e consiste no seguinte: se uma proteína com
capacidade ligante (P), apresentando sítios de ligações específicos, é colocada em contato com
determinado substrato (S), formar-se-á um complexo P - S no meio de reaç.~o. Se um substrato marcado
isotopicamente (S*) é adicionado a esse meio de reação, um complexo P - S * t a m b é m se formará. A
ligação do substrato à proteína ligante é reversível e consequentemente, a adição do substrato em
concentração tal que exceda o número de sítios disponíveis da proteína ligante, resultará na competição
dos substratos marcados S* e não marcados jS) para ocupar os i.tios disponíveis. Esta competição será
proporcional á concentração existente de S*e S, obedecendo a lei de ação das massas. Se as amostras de
P e S* s3o mantidas constantes, a adição do substrato não marcado (S) levará à formação de maior
quantidade do complexo P - S e 1 conseqüente diminuição da formação do complexo P — S *. Assim,
quantidades desconhecidas de S podem ser lidas diretamente da curva padrão, que foi obtida pela adição
de quantidades crescentes e conhecidas de S a quantidades fixas de P e S *

Embora as técnicas sejam usadas principalmente para a determinação de hormônios, o princípio
geral pode teoricamente ser aplicado a qualquer substâncias, desde que um agente com capacidade
ligante seja utilizado de forma adequada è determinada situação.

1.3 — Redtoímunoanseío

1.3.1 - Histórico

A importunei' ~«J desenvolvimento desta técnica pode ser aplicada se levarmos em consideraçlo
alguns fatos: m análises químicas e biológicas1481 disponíveis até o final da década de 50, careciam d*
sensibilidade • especificidade necessárias para a quantificação de substâncias presentes em níveis
extremamente baixos, tais como os hormônios'3 0 '4 1 '9 1 ' . As concentrações plasmáticas de hormônio-



tireoidianos e esteroídicos eram determinadas por técnicas químicas não específicas, tais como a
solubilidade diferencial destes compostos ou o conteúdo de iodo nos hormônios tireoidianos 3 0 ) . A
inexistência de especificidade destas técnicas resultavam na mensuraclo de proteínas plasméticas -
estruturalmente similaras e em concentrações bem superiores aquelas dos hormônios peptídicos
plasmáticos.

Em contrapartida, o radioimunoensaio'4 1 '9" oferece a sensibilidade, especificidade, precisão e
praticabilidade exigidas, tornando exeqüível a micro-determinação de uma substância específica, a
despeito da presença d* várias outras existentes no mesmo sistema em estudo, com pouca ou
freqüentemente nenhuma interferência destas. O uso de antfgenos marcados permite a quantificação de
sua concentração em pg/ml, valor este que é inferior aquele normalmente encontrado no meio biológico,
ainda que se use para a sua determinação, volumes de soros menores que 0,1 ml.

Berson e Valow reconheceram a necessidade de dispor de um método sensível e específico que
possibilitasse a dosagem d» hormônios peptídicos. e introduziram os métodos radiométricos para
determinar a reação antígeno-anticorpo'4'.

A extraordinária especificidade da reação t sua mensuração foram analisadas13', e estudos
posteriores culminaram com o uso de anti-soros adequados, permitindo o desenvolvimento de um ensaio
sensível o suficiente para possibilitar a medida de insulina plasmática humana'9 3 1 .

1.3.2 - Aplicação

A aplicação e o desenvolvimento da técnica de redioimunoensaio revolucionou a endocrinotogia.
A sua utilização err. outros campos tais como virologia e toxicologia tornou possível a mensuração de
diversas substâncias'30' e o entendimento de mecanismos fisiológicos e patológicos em diversos campos
tais como em gastroenterologia, hematologia, nefrologia, onoologia e farmacologia.

1 . 3 . 3 - Princípios do Método

A reação, como jé salientamos, obedece • lei de ação das manas e é descrita pela expressão:

Ag • Ac *» . Ag - Ac onde K ( = constante de associação e K, = constante de dissociação, que pode ser

melhor visualizada pelo esquema seguinte:

Antígeno
marcado

(Ag*)

Complexo antígeno
narcado anticorpo

(Ag*-Ac)

Anticorpo
específico

(Ac)

Antígeno
não marcado

<Ag)

Complexo antígeno
não marcado anticor-
po> (Ag-Ac)



A reação é reversível • . em decorrência da baixa concentração usada de «uuicorpo. a adição de antígeno

nio marcado a mistura produzirá uma competição quantitativa com aquele marcado. Assim quanto maior

a quantidade de antfgeno n io marcado no meio da reação, menor quantidade de anticorpo estará

disponível para a ligação com o marcado. Mantendo constante a quantidade de anticorpo e de antígeno

marcado correspondente, a adiçSo de f.4drdes de antfgeno não marcado em concentrações crescentes,

ocasionará um deslocamento proporcional daquele marcado a partir do complexo aotígeno-anticorpo

( A g * - Ac! em obediência a lei da ação das r.iassas.

1.3.4-Procedimento

0 método consiste em: seleção do anti soro. preparação do antfgeno, iinuno ensaio, separação

das frações livres e ligada; ao anticoipo após atingirem o equilíbrio de reação, determinação das

atividades correspondentes, construção da curva padrão, leitura das concentrações das amostras a partir

da curva.

Embora as diferente* substâncias dosadas pela t é m i o de r?dioimunoensaio obedeçam ao mesmo

procedimento do método, ca<fa técnica apresenta problemas individuais que devem ser analisados a

solucionados para cada caso particular.

1.3.4.1 - Seleção do Anti-soro

As técnicas tie radioimi-.opnsaio requerem a o-odução de anticorpos capazes de ?e ligarem

especificamente às substâncias que se deseja quantificai. O antirorpe é produzido injetando-se a

substância a -ser mcríida (antígeno'' em mimai de outra este ie repetidas vezes, até que haja a formação

de anticorpos capazes de reagirem com o antfgeno formador.

A experimentação imunoqufmica mostrou que a molécula de anticorpo (Ac) com um peso

molecular médio de 160.000 contém dois sítios de iigação148 ' 0 tratamento termodinâmico dos dados,

na experimentação imunoquímica, indica que as forças de ligações entre os sítios disponíveis dos

anticorpos e os antígenos específicos, apresentam baixa energia de ligacío. da ordem daquelas

encontradas em pontes de Ndrogê i io ' 5 9 ' . Apesar dz baixa energia de ligação, as constantes da

associações intrínsecas refletem um alto grau de complexação na reação de anticorpos com os haptenot

para formarem complexos130 ' . O antígero marcado usado na reação, combina com o anticorpo

específico para formar o complexo antfgeno marcada anticorpo.

0 ant i -soro' 3 0 ' 4 1 ' deve conter anticorpos de especificidade apropriada, com uma aita constant»

d» afinidade a com um título suficiente para um razoável número de ensaios.

A diluição ou título apropriado do anti-soro'41 ' de<e sar tal que permita uma ligaçio da 50%

do antígeno radioativo com o anticorpo, na ausência da antígeno njo marcado.

A lensibilidad» do ensaio depende d i diluição apropriada do anti-soro a da atividade específica

(aJU do antígeno1301 .

- Antfoano Marcado

O preparo do antígeno marcado requer a seleçlo de r#dionuclfdeo, a marcação do antfgeno, a

purificaçfo a a avaliaçlo do procedimento empregado. A escolha do r a d i o n u c l í d t o " 9 - 3 0 - 4 0 - 4 1 ' base ie *

eapecíalment» na a.C que sa dase)» obter e na miabitidede do composto marcado.

O» radionudfdaos de meia vida longa, como 1 4 C (6.740 anos) a 3 H ( 12.3 anos) apresentam a

vantagem de tarem diretamente incorporados is cadeia» da moléculas orgânicas'1". Consequentemente,
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a marcação de antígenos com estes radionuclídeos não acarretaria a diminuição da capacidade

imunorreativa . Contudo, a sensibilidade desejável no método de radioimunoensaio não pode ser

obtida com a incorporação de radionuclfdeos de meia vida longa pelo fato destes possuírem baixa taxa

de desintegração. Assim o uso do C e H é restrito a casos especiais, ontie a marcação í*o airjgeno

com os radionuclfdeos emissores gama ocasiona a perda de imunorreatividade em conseqüência de

extensas modificações estruturais na molécula do antígeno. Entretanto, esta necessidade de preservação

da identidade molecular leva à desvantagem da obtenção de compostos marcados com 3 H ou 1 4 C de

baixa atividade específica. Os hormônios são encontrados em baixas concentrações plasmáticas,

necessitando de um sistema sensível para a sua detecção. Os radioisótopos do iodo I e I,

oferecem numerosas vantagens para a marcação de antfgenos em radioimunoensaio, quando comparados

com os nuclídeos de meia vida longa. C e H.

Um átomo de I substituído numa molécula de insulina produz uma taxa de desintegração

200 vezes maior do que aquela obtida se todos os 263 átomos de carbono na molécula fossem

substituídos pelo C . Altas atividades específicas são obtidas com procedimentos químicos

relat ivamente simples de marcação de antfgenos com iodo, com retenção satisfatória de

imunorreatividade. Entretanto, as vantagens do uso 1 2 Í > I sobrepujam as do ' 3 1 | ( 2 5 ' 1 6 - 4 1 1 .

A menor eficiência de contagens obtidas com I, o maior dano potencial ao antígeno causado

pela radiação beta, e a sua menor meia vida, favorecem o uso do " j ' ' 5 ' . N 3 maioria dos laboratórios,

um tempo médio de seis dias decorre entre a mar-..ação do hormônio e a contagem das amostras. Ao

final deite período, o 1 3 1 1 perde 40% da sua atividade inicial, enquanto o 1 2 5 I retém 94%. Além destas

vantagens, o i possui maior a.f. e é piaticamente livre dn carreadores.

As marcações ou iodações biológicas ocorrem pela substituição do iodo pelo átomo de

hidrogênio na molécula da pro'efna. O radioiodo é fomeedo na forma de iodeto, tornando-se necessário

o uso de agente que promova a sua oxidação, em todos os processos que envolvem esta reação, pois

somente o iodo na forma livre reage com a proteína.

{39 48)
Embora em certas circunstâncias o iodo possa reagir com os grupos sulfidrila ' ,

tr iptofano'5 4 ' e h is t id í ra" 2 ' , a reação principal e em maior grau ocorre ONTÍ a tirosirta ' 5 4 ' .

As reações do iodo corn as tirosilas envolvem um mecanismo ionico entre ícn fenolato

daquele grupo e a forma catiônioa do iodo ( I * ) formada no meio aquoso de reação a partir do iodo

livre ( I j ) . As condições de iodacão são otimizadas em pH levemente alcalino e dependem da

concentração do iodo utilizado.

Inicialmente, vários agentes oxidantes foram usados, como nitrato, persulfato, como também o

uso de iodo ativo pré-formado em ierfeto de potássio'39 ' , e em todos estes métodos, o aproveitamento

de radioiodo é apenas de 50% da sua concentração total, pois somente a porção cationica dele liga-se ao

anel da tirosina. Por esta razão não se obtém alta a.C, embora a primeira preparação bem sucedida de
1 3 1 1 - insulina ( 9 3 ) , fosse decorrente de uma variação desse procedimento.

Em 1958, McFarlane'5 0 ' introduziu o uso de monocloreto de iodo (ICO que facilita a

utilização máxima do iodo. Entretanto, esta técnica possui a desvantagem de permitir a substituição em

certo grau do carreador adicionado na f e m a de I C I , e a marcação de substâncias em níveis de

miligramas mas, não em níveis de microgramas conforme exigido pelo radioimunoensaio.

Variações desta técnica foram propostas169' e uma destas apresentada por Hunter •

Greenwood'3 3 ' permitiu preparações de altas atividades específicas. O método da cloramina T l 3 3 > é

ampUmente empregado na marcação de diversas substancias ' 3 8 ' 4 0 ' 6 4 ' 7 7 1 a consiste no uso de cloramina

(p-tolueno sulfonamida N-monoclorada) como agente oxidante do iodeto. A cloramina T em soluclo

equote forma o ácido hipocloroso, que promove condições de oxidaclc.

A reaçlo é similar Aquela qua faz uso d* monocloreto da iodo e qua aqui 4 formado como



Tabela 1.1

Nuch'deos Usados em Ensaios Competitivos Segundo Tothill - The Use of the
Scintillation Counter in Radioimmunoassay

Nuclideo

JH

•«c
I 2 S |

' " 1
7JSe

"Co

T 1/2

12a.

5700 anos

60 dias

8 dias

121 dias

270 dias

Emissfo

0
7 + X

0+7
7 + X

7 + X

a.í. teórica
(Ci at-mg"1)

29
0.06

2160

16200

1070

480

Tabela 1.2

Propriedades dos Isótopos de lodo Segundo Chervu e Murty'16 '

-

meia vida
Principais fótons a abundincia
Eficiência de contagem em
detetor de Nal
ê.i. teórica ImCi/ug)
Abundincia isotópica em
produtos comerciais
Janela de contagem

us ,

60 dias
27-36 Kev (144%)

= 90%
17,4

96%
2 0 - 8 0 Kev

. 3 , ,

8 dias
364 Kav (80%)

- 4 6 %
125

- 2 6 %
310 - 410 Kev
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passo intermediário do processo. Esse método permite marcação de proteínas ao nfvel de micrograma e
com alta atividade específica. Entretanto, estas preparações são menos estáveis, sendo freqüente a
formaçSo de espécies com mais de um átomo de radioiodo substituído, ocasionando a diminuição da
imunorreatividade • ' e a maior formação de produtos de degradação e agregados
moleculares • , resultantes da exposição da proteína à agente oxidante potente como a
cloramina T. Pequenas modificações deste método foram propostas com a finalidade de diminuir os
efeitos dos agentes oxidantes durante o processo da iodação.

A oxidacão enzimática do iodeto pela lactoperoxidase, oferece um método de marcação de
vários hormônios ' ' • em quantidades de microgramas com a.K. elevada. Este método não
emprega agentes redutores ou oxidantes, embora faça uso de uma quantidade mínima de per oxido de
hidrogênio como catalizador. Os antfgenos preparados por este método são superiores àqueles 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 1 5 1 ' ,
seguindo-se Morrison, depois Bay se e Webster, e por fim Thorrel e Johansson'84', todos em 1971.

0 dano à molécula do antfgeno na marcação eletrolítica apresentada por Rosa é pequeno,
mas o seu uso, em nível de micrograma, é restrito. A iodação por reação de troca isotópica embora
não leve à preparações de alta a.í., pode ser efetuada em compostos que contenham átomos de iodo.

A marcação por conjugação'1 6 '4 0 < 4" utilizada por 8olton e Hunter, envolve o preparo de uma
molécula de 125l-éster pelo método da cloramina T, sua purificação para retirada de todos os agentes
redutores, e a subsequente conjugação do éster ao grupo amino livre da molécula de proteína. Este
processo pode levar à diminuição da imunorreatividade do antígeno marcado em conseqüência da
condensação do grupo amino, embora evite alteração da imunorreatividade decorrente da iodação dos
grupos tirosinas. Entretanto, a a.S. da preparação é um pouco menor por este método.

A purificação da preparação é um processo indispensável e visa a separação dos vários
componentes da mistura de iodação, isto é: o hormônio íntegro, os produtos de degradação e agregados
moleculares formados, outras substâncias iodadas e o iodo livre que não participou da reação. Com esta
finalidade, vários métodos1 1 6 '3 0 ' s?o usados e classificados como: Filtração em gel, Eletroforese em gel,
Cromatografia de adsorção e Croma'.ografia de troca iôníca. Dentre eles destacamos a filtração em gel,
que usa um material molecular como o Sephadex, é um procedimento simples e eficiente, sendo
empregado em vários sistemas e a eletroforese em gel, que emprega quer gel de amido, quer gel de
poliacrilamída e 6 um processo seletivo no que concerne à separação dos componentes.

Na avaliação do procedimento empregado, devem ser feitos testes para controle da atividade
específica, da imunorreatividade, da pureza radioquímica e da estabilidade da preparação, com a
finalidade de propiciar o uso de preparações de boa quantidade no sistema de radioimunoensaio.

Em virtude da importância destes fatores, teceremos algumas considerações a respeito.

A atividade específica do antígeno é importante desde que a sensibilidade do método, definida
como a menor quantidade detectável do antígeno, é dependente, principalmente, da quantidade do
tracador utilizado116-30 ' . Entretanto, o ur.o de preparações de sita a.í. pode ser prejudicial pois afeta
seriamente a imunorreatividade do antígeno'4 6 '7 7 ' , diminui a sua estabilidade durante o
armazenamento'40' e causa alterações na molécula promovendo a degradação da mesma A a.S. ideal
varia de sistema para sistema e deve ser adequada «os valores de interesse ds curva padrío utilizada.

A imunorreatividade 4 • afinidade apresentada pelo antígeno na sua ligação com o anticorpo. A i
•Iterações da capacidade de ligaçfo do antígeno são atribuídas • várias causas. Há evidências que quanto
maior o grau de iodaçlo da molécula do antígeno, menor a sua imunorreatividade'46 '77 '41 '. Mesmo •
substituição da tpenas 1 átomo de iodo por hidrogênio na molécula da proteína, pode alterá-la
lignificatívamenu afetando • ligaclo •ntfgeno-anticorpo. A danificação química também afeta •
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imunorrMtividadc. pela alteração da proteína am conseqüência do uso de agentes oxidantes forte»,

redutores, ou impurezas existentes nas soluções de iodo radioativo. A prfpria radiação afeta a

imunorreatividade e este dano é proporcional è quantidade de radioatividade empregada. Devemos aqui -

considerar, os efeitos das radiações dur;,ite o processo de iodaçSo e aqueles resultantes do decaimento

catastrófico1 ' . Com relaçSo ao primeiro caso. tenta-se minimizar os seus efeitos realizando a reação de

iodaçSo no menor tempo disponível, promovendo a purificação da mistura logo após a marcação. No

que diz respeito ao segundo, quando o átomo radioativo se desintegra, causa algum tipo de modificação

estrutural sobre as moléculas remanescentes'90'.

lio caso de produto de decaimento monoiodinado, a molécula remanescente não será nem

radioativa nem imunorreativa. Entretanto, quando somente um átomo de iodo de um produto

diiodinado se desintegra, o produto remanescente será ainda radioativo mas imunoloqicamente inativo,

afetando seriamente a sensibilidade do ensaio e também a estabilidade do traçador.

A pureza radioquímica da preparação deve ser tal, que seja livre de iodo n3o reativo, livre de

produtos de degradação da proteína ou agregados de espécies moleculares, e possuir máxima

imunorreatividade . Para se conseguir tal objetivo, a preparação deve ser submetida a métodos de

purificações logo após a iodaçSo.

0 antígeno marcado e purificado deve manter durante certo tempo a pureza radioquímica •

imunorreatividade para permitir o seu uso durante prolongado período de tempo, portan.r», deve ser

estável.

Os fatores que afetam esta estabilidade são:

t) Meia-vida do radionuclfdeo

2) Liberação do iodo livre

3) Perda de imunorreatividade.

Com relação à meia vida do produto obtido, este fator dependerá exclusivamente do

radionuclídeo escolhido para a sua marcação.

Com relação a liberação de iodo livre, a sua presença em pequenas quantidades não interfere

com o ensaio, porém grandes quantidades podem invalidá-lo. Alguns pesquisadores preferem remover o

iodo livre e outros produtos de degradação formados durante a estocagem por procedimentos de

repurificaçâo'16'.

0 critério mais importante de estabilidade é a imunorreatividade das espécies marcadas. A

estabilidade das preparações marcadas é também afetada pela temperatura « peto meio da estocagem.

Em geral, os peptidicos devem ser estocados I - 20°C , evitando-se o dascongelamento t

congelamento repetidos, para preservar a integridade da molécula'161.

A adição de proteínas carreadoras tais como toro •Ibumina bovina humana aumenta a

estabilidade da preparação com relação à temperatura'101.

A ligação dos componentes do ensaio é influenciada por outros fatores além da concentração da

antfgano « anticorpo. Eitet fatorei incluem temperatura, pH, presença da contaminant» qua intarferam

ou dagradam a porção raativa da molécula da um dot componentes do ensaio 1 3 0 ' 4 1 ' .

Levando-se am contidaraclo todo* estes fttorts davt-M padronizar at eoncantraçOas dot

raagantat a procurar at condições Ideeis da trabalho.
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1.3.4.3 — liminoansaio

Os requisitos essenciais para o ensaio incluem o antfgeno marcado, o anticorpo específico e uma

técnica que permita a separação do complexo antígeno-anticorpo do «ntfgeno livre, desde que nas

condições usuais do ensaio o complexo antfgeno-anticorpo nSo precipita espontaneamente. O

radioimunoensaio é desenvolvido pelo preparo simultâneo de soluções padrOes de concentrações

conhecidas e amostras de concentrações desconhecidas colocadas em tubos testes. Nestei tubos sâo

adicionadas quantidades fixas de antfgeno marcado e de anti-soro. Após um tempo de reação apropriado,

que pode variar de horas a dias o que depende da constante de associação — dissociação do complexo

para a reação part icular ' 3 - 4 1 - 9 0 ) , as frações livres e ligadas ao anticorpo são separadas pelo uso de uma

das várias técnicas disponíveis.

1.3.4.4 - Técnicas de Separação das Frações Livres • Ligadas ao Anticorpo

Os critérios para a escolha de uma técnica conveniente de separação estão relacionadas com a

capacidade de uma total separação, com um sistema prático que permita o uso em condições de rotina,

com a reprodutibilidade entre as replicadas, com o volume de incubação e com o trabalho e tempo

dispendido. na operação.

Os diversos sistemas de separação usados'3 0 '4 1 1 baseiam-se nas diferenças de configuração

molecular entre o antígeno ligado e o antfgeno livrt. Há técnicas baseadas na migração diferencial do

complexo formado e do traçador livre. O uso da celulose, do carvão, das resinas de troca iônicas, de

silicatos, promovem a adsorção do antfgeno livre a estes materiais. Por outro lado, o uso de um segundo

anticorpo que se acopla ao primeiro, que está na forma de complexo, e o uso de solventes orgânicos

como o polictileno glicol permite a precipitação do complexo antfgeno-anticorpo. Há técnicas que

adsorvem ou complexam o anticorpo a material em fase sólida, como por exemplo, a adsorção em tubos

plásticos ou complexação com dextran.

O sistema mais empregado é a técnica de duplo anticorpo, que possibilita a precipitação do

complexo com o segundo anticorpo produzido diretamente contra o primeiro, também o uso de carvão é

muito empregado, este adsorve o antfgeno livre. Os métodos que favorecem a migração diferencial do

complexo e do antfgeno livre, foram empregados na fase inicial do radioimunoensaio. Entretanto, os

métodos que possibilitam o processamento de um grande número de amostras apresentam muitas

vantagens práticas em relação àqueles primeiramente utilizados. A separação é seguida pela determinação

da radioatividade de ambas as frações ou de uma delas e da atividade total de hormônio marcado

adicionado aos tubos testes.

1.3.4.S - Curva Padrlo

Após as determinações das contagens do complexo antfgeno-anticorpo e ou do antfgeno livre, a

curva padrão é construída e os valores das amostras sSo determinados pelts comparações entre »s suai

radioativídades e as das amostras de concentrações conhecidas de antfgeno.

Freqüentemente se faz • correção da quantidade de radioatividade correspondente as ligações

inespecff icas por meio de tubos controles, nos quais nlo se adicionam anticorpos ou padrões.

H i vir ias formas d» se construir a curva padrlo, uma delas é transferindo pera o gráfico o i

valores da relação freçio ligada/fraçlo livrt (B/F) contra ai concentrações do antfgeno, pois, oi valorei

de 8/F t io inversamente proporcionais i concentnçlo do substrato. Outra, é utando-se o i valorei

percentuais das frações ligadas B contra «t concentrações d m substratos. Existem ainda métodos que

expressam o i valores percentuais dai frações livres, ou também a razlo entre a redíoatlvidado total e

aquela das frações ligadas contra as concentrações dos substratos.
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Estas s3o apenas formas diferentes de se traçar a curva padião. e o uso de uma ou outra é
apenas decorrente de escolha individual.

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

1.4-Objetivos

É objetivo do presente trabalho, a padronização de um método que permita a quantificação de
Somatomedina B sérica humana, que possa ser introduzido em nosso meio, e que seja aplicável a grande
número de dosagens simultâneas requeridas em rotina clínica.

A importância de que as alterações de desenvolvimento tísico quando associadas com os níveis
de hormônio de crescimento, estão relacionadas com as alterações dos níveis de Somatomedina B. Então
torna-se importante a mensuração do hormônio de crescimento humano e da Somatomedina B, que é
intermediário da ação do primeiro, para o seu diagnóstico e tratamento.

A técnica a ser desenvolvida, necessita para a sua aplicabilidade prática ser: precisa, exata,
específica, e sensível. Para tanto teve-se que analisar as características pertinentes a cada componente
usado no imuooemaio, a saber, vencer as seguintes etapas:

a) Selecionar a técnica, os componentes da mai cação e determinar o seu rendimento.

b) Desenvolver métodos de purificação da preparação e separação das frações.

c) Efetuar análises por vários processos, determinando-se a pureza radioquímica, s
estabilidade do preparado e sua atividade específica.

d) Determinar as condições ótimas para se chegar ao preparado final, examinando-se os
principais interferentes, tais como quantidade de traçador, título do anti-soro e efeito da
temperatura, tempo de incubacSo e diiuiçio do segundo anticorpo.

e) Ensaiar a Somatomedina B marcada com os demais componentes do ensaio para proceder
â determinação da concentração das amostras.

f) Analisar a técnica desenvolvida quanto a especificidade, exatidão, sensibilidade e precisSo.

g) Avaliar a técnica ensaiada determinando os níveis séricos de Somatomedina B am
indivíduos normais e com hipo ou hiper secreçào de hormônio de crescimento humano.

2 - SOMATOMEDINAS

2.1 - Histórico

0 hormônio da crescimento (GH) é, reconhecidamente, aquele que regula o crescimento
•KjueMtíco'16'. Entretanto, a açfc de estímulo do crescimento Unem é realizada através da formaçlo de
fatores secundários.

Em 19S7, Salmon a Daughaday'761 mostraram n presença de fatores GH dependentes no soro
a, propuseram o nome de Fator de SulfataçSo, devido aos estímulos provocados por eles na captaçiò da
tu1 fato radioativo na cartilagem da ratos hípofisectomízados.
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A existência do fator de sulfataçSo foi amplamente conf i rmada ' 6 7 - 8 9 - 8 1 - 1 8 1 , • as evidências

sugeriram propriedades adicionais • estes fatores séricos GH de' ententes.

0 termo mais geral "Somatomedinas", foi proposto1221, sendo usado como nome genérico para

qualquer sni 'Anciã GH dependente que se comporte como mediador da aç3o do hormônio de

crescimento.

As extensas pesquisas rea l i zadas ' 3 5 - 8 5 ' 1 8 - 1 7 - 2 0 - 2 7 1 , na tentativa de isolamento destes peptfdios,

revelaram, a existência de no mínimo quatro fatores séricos diferentes'8 5 -"8 ' : as Somatomedinas A, B e

C e o NSILA S, que são:

- Somatomedina A, que estimula a incorporação de sulfato pela cartilagem de galinha ;

- Somatomedina B, como <endo aquela substi.icia que aumenta a síntese de ONA quando

adicionada às culturas de cólulas humanas gliais' ;

- Somatomedina C, como sendo um peptídio que estimula a captação de sulfato e Timidina

em cartilagem de rato .

Algumas similaridades foram relatadas entre as Somatomedinas A e C e o NSILA-S, sendo que

todos esses três fatores possuem um efeito similar i insulina em gordura de epidímio de ratos, qual seja

o de estimular a cdptaçJo de sulfato pela cart i lagem' 1 7 ' 2 6 ' .

Conseguiu-se o isolamento, a purificação e caracterização dos dois polipeptídios, Somatomedinas

A e B ' 8 6 - 8 0 - - 0 ' , contrariando a idéia inicial de que estes seriam fragmentos de GH .

2.2 - Constituição Química

A Somatomedina A, possui um peso molecular d« ordem de 7000 Daltons, é um polipeptídio

neutro, contendo unicamente resíduos de cisteina'8 0 > 8 a ' sendo que a Somatomedina B i menor,

possuindo um peso molecular da ordem de 5000 Daltons, é de natureza ácida e contém quatro pontes

dissuifeto1 8 0 '8 6 1 .

Ambas as substâncias estão presentes no soro, ligadas a uma proteína carreadora de alto peso
molecular'51.

Os níveis de ambos os peptfdios A e B, no soro e na ur ina ' 9 7 1 , sSo dependentes do nível dt

Somatotropina do i r ^ i v í d u o ' 3 6 ' 1 7 - 8 9 - 8 2 1 .

A Somatomedina B, parece estar associada a uma proteína carreadora plasmática, de peso

molecular de 150000 Daltor.s, que 4 da ordem do 7 -g lobu l ina 1 9 .

A Somatomedina C é um peptídio de natureza básica, com peso molecular de 7000 Daltons16 ' ,

e parece estar associada com uma proteína plasmática com peso da ordem de 60000 Daltons.

A NSILA-S 1 3 6 ' , possui peso molecular d* 7500 Daltons t consiste numa cadeia com duas ou

três pontes dissulfeto. Este peptídio nSo apresenta reação cruzada com os anticorpos anti-insulina,

embora mimetize todos os efeitos da insulina nos seus principais «scidos alvos, isto é, músculos a tecido

ediposo.

0 teor de NSILA-S tambám aumenta am indivíduos acromegalicos e diminui nos vasos da

hiposecreçSo de HGH. Estes resultados slo similares ao* encontrado* para o fator da tulfataclc ou

Somatomedinas,
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2 . 3 - Fontes da Produção das Somatomadinas a Ação Biológica

Evidências consideráveis apontam o fígado como fonte de Somatomedinas'8 9 '3 6 '1 7"7 .

Demonstrou-se a atividade Somatomedfnica em fígados, quando este órgão solado é perfundido com

GH . O mesmo se verificou tanto em ratos normais, quanto em animais hipofisectonizados'51.

Ú hormônio de crescimento parece estimular a produção de Somatomedína pelo fígado18 . O

rim parece conter maior atividade promotora de sulfatação quando este órgão isolado é perfundido com

GH , sendo possivelmente outra fonte de produção de Somatomedinas.

O GH nos estudos "in vitro" mostrou pouco ou nenhum efeito na incorporação de sulfato pela

cartilagem de ratos hipofisectomizados. Entretanto a incorporação de sulfato pelo tecido incubado com

soro de ratos normais ou hipofisectomizados tratados com HGH, foi maior que a obtida na presença de

soro de ratos hipofisectomizados sem o tratamento com o hormônio'5 ' .

Após uma única injeção intra-peritoneal de GH, verifica-se um aumento da atividade sérica em

ratos hipofisectomizados dentro de 2 a 6 horas, chegando ao máximo após 12 horas .

E Mudos subsequentes demonstram que o soro contendo fator de sulfatação. também

estimula a incorporação de amino-ícidos pela proteína e de timidina pelo DNA de cartilagem de ratos

hipofisectomizados. Preparações parcialmente purificadas do fator sérico, produzem estes efeitos •

aumentam a incorporação de uridina pelo RNA. Aumentos nas incorporações de sulfato, amino-ácido •

uridina são evidentes nas primeiras 2 horas de inciibação de tecidos.

No caso de incorporação de sulfato, o GH possui pouco ou nenhum efeito na incorporação de

amino-ácidos pelas proteínas, uridinas pelo RNA ou timidinas pelo ONA .

As somatomedinas possuem outros efeitos além da ação em tecido esquelético. O transporte de

amino-ácidos e glicose, bem como a incorporação de amino-ácidos pelas proteínas no músculo, tornam-se

estimuladas pela presença do fator de sulfatação15 '671 . Em tecido adiposo, a Somatomedína aumenta a

oxidação de glicose e síntese lipídica e inibe a lipóüse induzida pela epinefrina . Estas ações em

músculos e tecido adiposo, são comumente denominadas isulino similares.

Por outro lado, as similaridades em efeitos biológicos e catacterísticas químicas, levam à

conclusão de que a somatomedína está intimamente relacionada è NSILA-S ' 2 6 ' . Preparações contendo

Somatomedína, NSILA-S têm a capacidade de estimular a multiplicação de certas culturas de células de

origem n3o esquelética'51.

Com relação ao mecanismo de ação, geralmente os hormônios peptfdicos iniciam seus efeitos

biológicos pela interação com sítios específicos de ligação em células alvo. Os receptores de membrana

celular para a Somatomedína foram descritos em cartilagem de embrião de galinha, fígado de rato ou

tecido adiposo e placenta humana' 1 7 ' . Entretanto, um conceito claro do mecanismo de ação da

Somatomeilina nSo foi apresentado, havendo dados sugestivos de envolvimento de nucleótides cíclicos

atuando como mensageiros'5'.

2.4 — Ensaios das Somatomadinas

Estes fatores slo comumente determinados por ensaios biológicos in vitro. Estes se baseiam am
afeitos estimuladores conhecidos no metabolismo de cartilagem, geralmente aqueles que refletem a
síntese de mucopolissacerides ou da ONA. Em métodos mais antigos, fazia-se a mensuraçio do efeito da
soro diluído, em segmentos oe cartilagem costal dt ratos hipofisectomizados. Em métodos mais recentes,
a certi'tgem costal de porcos'7' a a cartilagem da embrilo de galinha slo usados.
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Evidentemente, estes ensaios nSo sSo específicos15'. A interaçSo de fatores múltiplos no soro

que estimulam ou inibem a atividade metabólica da cartilagem determinará o resultado.

2.S — CorrelaçSo d*s Somatomedinas com o G H

Os níveis de Somalomadina sérica humana aumentam proj. essivanente na infância ' • • , e

permanecem relativamente estáveis na idade a d u l t a ' 2 1 ' 6 3 ' .

Alterações associadas com panhipopituitarismo'52 '. ou deficiência isolada de HGH' • ' ,

usualmente apresentam baixos níveis de Somatomedina'8' . A administração de dose única de HGH

I.V.. no caso de hipopituitarismo, resulta em aparecimento de um pico após 3 horas, enquanto que o

HGH sérico apresenta valores basais.

Entntanto, o tratamento com HGH subcutàneo, produz um aumento gradual de Somatomedina

após dias. Durante o tratamento prolongado de pacientes com deficiência de HGH, a velocidade d*

crescimento resultante está correlacionada com o nível de Somatomedina .

A Síndrome de La ron 1 7 8 - 1 0 ' , apresenta altos níveis de HGH e baixos níveis de Somatomedina,

que normalmente permanecem inalterados após a terapia com HGH. Clinicamente, esta Síndrome é

idêntica ao nanismo com deficiência i > HGH.

Nessa Sfndrome, há também uma resistência à r«sposta ao tratamento com H G H , sendo a

incapacidade de crescimento esquelético sido atribuída à deficiência de produção de Somatomedina.

Os pigmeus africanos possuem HGH e Somatomedina normais, mas suas respostas metabólicas

ao HGH exógeno são deficientes1"31.

Em mal nutiicão proteico-calórica'61' em crianças163 ' o GH está normalmente elevado.
(At

Entretanto, o nível de Somatomedina é baixo .

Pacientes com acromegalia ativa possuem altos níveis de Somatomedina com reduçSo destes

após a terapêutica cirúrgica ou após irradiações .

Estudos da atividade somatomedínica em vários espécies1111 mostram s especificidade da

Somatomedina formada em relação à espécie analisada.

2.6 — Radioimunoensaio de Somatomedina B

Em 1975, Yalow desenvolveu um método capaz de quantificar • Somatomedina B sérica
humana por radioimunoensaio, utilizando-se da técnica de marcação pela Cloramina T • purificação da
preparação em gel de amido com posterior repurificação em Sephadex G-60.

No presente trabalho, procurou-ta desenvolver um método procedendo i escolha do

procedimento adequado. A seguir indica-se suscintamente a técnica escolhida, uma vez qua os M U S

princípios foram extensivamente discutido* no Capítulo 1.

A radioíodacão enzimática foi efetuada pelo método de Thotet l 1 8 4 ' modificado. A purificaçlo

da preparação é realizada em gel Sephadex. Na purificação em gel Sephadex, as fracos* danificadas ou

em agregados moleculares sSo eluídas primeiramente, logo • seguir, o hormônio íntegro, sendo o iodo

livre retido por mais tampo. A separação dos componentes neste processo se d i pela diferença de pífios

moleculares entre eles, sendo este o fundamento básico da técnica* '.
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A solução tampão utilizada no ensaio foi o fosfato, provido da agentes antisépticos, e com
concentração proteica adequada. A escolha do tampão foi feita, considerando-se ser este o tampão ideal
para o método do duplo anticorpo .

A temiwatura escolhida foi de 4°C, uma que as ligações são mais estáveis nesta
temperatura151'J0).

O segundo anticorpo foi diluído em tampão contendo EDTA uma vez que este composto
acelera a reação de precipitação1 '3-42-45 '28 ' . O uso de soro de bezerros normais, devido ao conteúdo
de gama globul ina, conforme preconizado por alguns autores, aumenta a reação de
precipitação' • ' . O tratamento estatístico dos dados foi realizado na avaliação da técnica
apresentada.

3 - EQUIPAMENTO, MATERIAL E MÉTODO

3.1 — Equipamento

3.1.1 — Empregado na Pesagem dos Reagentes das Soluções

- Balança Analítica Mettler K20T — Zurique, Suíça. Precisão de 0,005 mg

3.1.2 — Empregado na lodaçao Biológica

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

3.1 .3- Empregado na Purificação da Mistura de lodaçSo

- Colunas cromatográficas "rovidas de sistema de refrigeração externa, de dimensões:
diâmetros: 10 e 15 mm. alturas: 100 e 900 mm respectivamente, construídas na própria
oficina do Instituto de Energia Atômica.

- Coletor de frações refrigerado automático - "ULTRORAC 7000" - LKB - Estocolmo,
Suécia.

- Bomba peristáltica LKB modelo 4912A - Estocolmo, Suécia.

3.1.4- Empregado na Cromatoeletroforese

- Fonte de alta tensão - Buchler Instruments - Nuclear Chicago, Fort L M , N. J, USA.,
usada também para eletroforese em gel de políacrílamida.

- Placas para eletroforese - Buchler Instruments - Nuclear Chicago, Fort Lee, N. J., USA.

3.1.6 - Empregado na Eletrofonue em Gel da Poliacrilamída

- Gel Eletrophoresis Cell Mode» 150A - Bio Rad Laboratórios - Richmond, CA., USA.

- Limpada para polimerizaçSo com luz fluorescente de 16 Watts.



- Agitador Vortex-Genie modelo K-55O-G - Scientific Industries Inc. — Springfield, Mass..

USA., também utilizado em toda» as fases do trabalho que requeiram agitação.

3.1.6 - Empregado na Separaclo das Frações Livres e Ligadas ao Anticorpo

- Centrífuga refrigerada automática Sorvall Superspeed RC-2B - Newtwon, Conn., USA.

- Rotor tipo HS-4 Série 7654566 - Newtown, Conn., USA.

3.1.7 — Empregado na Determinação de Atividade*

- Espectrômetro de cintilografia automático tipo poço - Nuclear-Chicago Corporation -
Des Plaines, III.,USA, que será denominado "contador".

3.1.8 — Empregado na Confecção de Gráfico* e Determinação de Area*

- Computador IBM 370 modelo 155 do Centro de Processamento de Dados do Instituto de
Energia Atômica, que será denominado "computador".

- Plotador '(tracador de gráficos) - EAI 430 - Data Plotter, da Eletronic Associates, Inc.
USA - do Centro de Processamento de Dados do Instituto de Energia AtAmica, que será
denominado "plotter".

3.2 - lodaçio Biológica

3.2.1 - Reagantes e Soluções Usados no Procey,o

Fosfato 0,1 M (Solução estoque)

- Fosfato de sódio monobásico NaHjPCvHjO - Cario Erba - 13,799 g.

- Água destilada g.s.p. 1.000 mi

Esta solução estoque foi usada no preparo do tampSo de marcação dos tampões eluentM A • B
e do tampSo diluente A.

Tampln para Marcação

- Fosfato de sódio monobásico 0.05 M p H " = 7,0

Peroxido de Hidrogênio • 30% - Merck

Diluído á 1:1o4 com água desionizada imediatamente antes do uso.

I*) ftntíiê, A. B. H.. Novo Dicionário Aurílio, pg§. 864 • 1110, Novf Fronwlrt, Rio de Jcnelro, 1976.
( " I Acerto do pH dot urnpOe» lol l»tto oom NaOH 2 M.
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Material Radioativo: Na 1 2 5 l , livre de carregador e redutor, em meio alcalino. A atividade
específica rio produto usado foi sempre superior a 500 mCi/ml. O material foi fornecido
pela New-England Nuclear-Boston, Mass., USA.

12.2 - Material Biológico

Lacto-peroxidaM, fornecido pela Calbiochemical Co!, Los Angeles. USA., obtido na forma
cristalina, foi diluída em tampão de marcação na concentração 2,5 mg/ml, dividida em
alíquotas de 100 pi e mantida a -20°C.

Somatomedina B com 98% de pureza, usada para iodacSo, diluída em tampão de
marcação, foi dividida em alíquotas de 20pi e estocada a -20°C na concentração de
0,1 mg/ml.

3.2.3 - Procedimento da lodacão Enzimética da Somatomedina B

A marcação foi efetuada a temperatura ambiente em pequenos tubos cõnicos (55 x 10 mm). Os
reagentes foram adicionados com o auxílio de micropipetas descartáveis da Clay Adams, na seguinte
ordem, um imediatamente após o outro:

- Somatomedina B (0,1 fig/jil) - 20 fi!

- Tampão fosfato 0,05 M, pH 7.0 - 10 pi

- Na1 2 5 l - 500/11

Início da agitação colocando no tubo de reação um micro metal, minúsculo pedaço de clips.

- Lactoperoxidase (2,5pg/pl) - 2 pi

- H ,0 2 (a 30% diluída a 1/104) - 1 pi

Após 50 segundos a reação foi interrompida por efeito de diluiçlo cem 600 pi de tamplo de
marcação.

A mistura da reaçio foi imediatamente transterida com auxdto de uma pipeta Pasteur par» o
topo de uma coluna cromatográfica, empacotada com gel sephadex G-25 fino.

3.3 - Cromatografia em Coluna de Exclusão Molecular - Sephadex

3.3.1 - Material Empregado

Tamplo Eluenta A

- Fosfato 0,1 M 600 ml

- NaCI da J. T. Backer - 9,0 g.

Tamplo Eluente B - estocado • 4°C



- Fosfato 0.1 M 500 ml

- NaCI - 9.0 g

- Azida sódica - 1,0 g

- Soro albumina bovina, BSA da Sigma 10,0 g

- Água destilada q-*.p. 1000 ml

pH = 7,5

- Gel Sephadex G 25 Fino (20 - 80/jm) e

- Gel Sephadex G 75 (40 - 120 um).

Ambos da Pharmacia Upsalla, Suécia.

3.3.2 - Procedimento da Purificação em G«l Sephadex

Purificação em G-25, usando coluna cromatográfica de dimensBes: 10 mm de diâmetro •
100 mm de altura.

Para o preparo de coluna, o Gel Sephadex foi entumescido em tampão eluente A por um tempo
superior a 3 horas, após o que, a coluna foi devidamente empacotada e saturada com tampão eluente B,
que contém 1% (p/v) de BSA com o objetivo de evitar danificação e adsorçlo da substância is paredes.

Para retirar imediatamente o iodo livre que não foi incorporado i molécula do polipeptfdico, a
munira de marcação foi aplicada à coluna refrigerada a 4°C, num fluxo de 10 ml/hora, usando-se
tampão eluente B.

As frações de 1 ml foram coletadas em coletor refrigerado automático LKB, è temperatura de
4oC, afim de evitar a danificação do polipeptídio.

Alíquotas de cada eluato foram levados ao contador para determinação do pico correspondente
ao polipeptídio marcada

Purificação em G-75 usando coluna cromatográfica de dimensões: 15 mm de diâmetro •
900 mm de altura.

Uma segunda purificação M fez necessária para separação do polipeptídio iodado qut
permaneceu com a sua conformação inalterada, da fração que foi danificada pala ação do iodo radioativo
a agente oxidante.

O empaco;, mento da coluna obedeceu ao mesmo procedimento anterior, porém o Sephadex
G-75 foi entumescido por tempo superior a 24 hora*. Para a eluiçío da amostra, mantevt-se o mesmo
tampão, fluxo e temperatura.

Aplicou-se ao topo da coluna uma amostra de 0,5 ml do elemento correspondente ao pico do
polípeptfdio iodado, resultante da primeira purificação. Fraçfies de 1 ml foram coletados a 4oC, lavadas
ao contador e o gráfico correspondente foi traçado. A Figura 3.1 ilustra o equipamento usado na
repurificaçãodaSMB-125!.
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Figura 3.1 - Equipnmento Undo nt Filtrtçao da S M - 6 - I J I l MD Gtf StphidtxG-76
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14 - Aniliw da Eficiência dai Técnicas de Man*ç«o e Purificação

3.4.1 — CromatoeletroforeM em Papel

3.4.1.1 - Material Empregado

— Azul de bromofenot da Merck, usado como substância indicadora.

- "Plasma azul" - plasma de banco de sangue corado com azul de bromofenol.

- Papel Watman 3 MM

- Tampão Veronal 0,05 M, pH 8.6

Ácido dietil barbitúrico C, H , , Nj 0 s 1,84 g

Ácido 5,5 dietil barbitúrito d j Merck.

Barbital sodico C, H , , NjNaO3 10,30 g

5,5 dietil barbitúrico de sódio da Merck

Água destilada q.s.p. 1000 ml

3.4.1.2 - Procedimento

Uma alíquota de tubo de marcaçSo, imediatamente após • reaçio, foi misturada a 20pl óe
"plasma azul" e aplicada ao papel Watman 3MM.

A eletroforese foi desenvolvida no sentido horizontal, colocando-se as fitas sobre um tu\. .rte,
(bntro de uma cuba '

Figura 3.2 - Procedimento da Cromatoeletroforeie
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As extremidades das fitas foram mantidas em contato com o tampSo. A amostra foi aplicada,
com o auxfiio de -nicropipc'as descartáveis, às fitas levemente umedescidas em tampão. 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 à localização das proteínas séricas que se coram pelo azul de
bromofenol, como é o caso, principalmente da albumina. As fitas foram secas à temperatura ambiente e
cortadas em intervalos de 10 t im, iniciandose 20 mm antes do ponto de aplicação da amostra. A
atividade de cada segmento foi determinada no contador, e o gráfico correspondente foi traçado pelo
traçador de gráficos "plotter" do computador.

O mesmo processo foi repetido, aplicando-se ás fitas amostras de diversas frações, resultantes
das purificações em gel Sephadex, para análise de suas purezas radioquímicas. Para avaliar a estabilidade
da preparação, a mesma amostra mantida a 4°C foi aplicada às fitas logo após a filtraçSo em Sephadex e
após períodos de tempos consideráveis entre purificação e a análise. Os componentes presentes na
amostra aplicada, apresentaram diferentes migrações no papel. Os mesmos foram identificados pela
posição dos picos de atividade na representação gráfica.

As áreas correspondentes foram determinadas pela regra de Sympson para integração,
utilizando-se do programa fornecido pela IBM e disponível no CPO do IEA.

Os cálculos de rendimento de marcação efetuados, levou em consideração as Are»
correspondentes â cada componente. O rendimento da iodacão é igual a soma das frações danificada e
íntegra do polipeptídio iodado.

(D + P)
Rendimentos de marcação (%) = x 100

D + P+ I

D = Area correspondente aos produtos de agregados moleculares ou danificados.

P = Area correspondente ao polipeptídio indene.

I - Area correspondente ao iodo não reativo.

A pureza das frações foi determinada por processo semelhante, de acordo com a porcentagem
de polipeptídio indene presente na amostra analisada por eletroforese em gel de poliacrilamida.

P
Kureza das frações (%) = x 100

D + P+ I

3.4.2 - Auto-Radiografia

3.4.2.1 - Material Empregado

- Filme de Raio X tipo Royal Blue Kodak

- Soluções de revelações da Kodak, próprias para o filme.

3.4.2.2 - Procedimento
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As fitas resultantes da cromatoeletroforese, antes de serem cortadas, foram colocadas em
contato com os filmes de Raio X em diversos tempos de exposições, de acordo com o teor radioativo da
amostra analisada.

Os tempos de exposições variam de 4 a 36 horas e os filmes roram revelados logo a seguir.

3.4.3 - Eletroforese em Gel da Poliacrílamida

3.4.3.1 - Material Usado

Solução A

Tris (Tris-hidroximetil amino metano) C«H| |NOj da Merck 36,6 g

Temed (N,N,N',N' tetrametil etilenodiamina) C«H1 6N, da Merck 0,23 ml

HCI IN 48.0 ml

Água destilada q.s.p 100 ml
pH = 8,9

Solução B

Tris 5,98 g

Temed 0,46 ml

HCI IN 48,0 ml

Água destilada q.s.p. 100 ml
pH = 6,7

Solução C

Acrilamlda CH,CHC0NH, da Bio Rad Lab. 28,0 g

Bis - N,N' metileno bisacrilamida 0,735
C 7 H 1 0 N 2 0 i da Bio Rad Laboratório*.

Água destilada q.s.p. 100 ml

SoluçioE

Riboglavina da Roche 4,0 mg

Água destilada q.*.p. 100 ml

Soluçlo 0,

Sacarose - C, a H , 3 O , , da j T. Baker 8,0 g



q.s.p.
pH

6,0 g

28.8 g

1000 ml
8.3
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Petsulfato de amõnio 133,3 mg
(NH 4 ) 2S 2OS da Bio Rad Laboratórios.

SoluçSo B 5,0 ml

Água destilada q.s.p. 10,0 ml

Solução H

Acrilamida 500 mg

Bis 125 mg

Água destilada 1 ml

Solução Tampão Estoque-Tris Glicina

Tris

Glicina - Ácido aminoetanôico — C j H 5 N 0 i da Merck

Água destilada

As soluções foram mantidas à 4°C.

- Soro normal de cobaias, criadas no Biotério do Instituto de Energia Atômica

3.4.3.2 - Procedimento

Usou-se o método de Davis modificado segundo Bartolini e Colaboradores"'. Este método foi
usado para analisar o grau de pureza dos diversos eluentes das purificações e também para separar as
frações livres e ligadas do hormônio ao anticorpo. Por ser um método eficiente de separação dos vários
comnonentes presentes na mistura a ser analisada, este processo foi usado como método de análise das
diversas técnicas empregadas.

PolimerizaçSo do Gel

Usamos cilindros ocos de vidro, com diâmetros interno de 5 mm e externo de 7,2 mm e alturj
de 110 mm, fechando-se uma das extremidades com papel Paraf ilm.

O gel de separação é preparado de acordo com as seguintes proporções das soluç&es estoque, o
que resultam numa concentração final de 7% de acrilamida: I A + 2C • 4 água destilada + 1 E.

Esta mistura é agitada e transferida cuidadosamente com pipeta Pasteur para os cilindros até •
altura de 93 mm. Para evitar a formaçSo de menisco no gel * permitir bandas regulares de separaçfo,
cerca de 100 pi de água destilada é colocaria è sotuçSo, com o auxílio de pipeta Pasteur de ponta curva e
fina.

Os tubos sSo colocados a 70 mm da fonte de luz fria por 30 minutos para permitir a
pofimerizaçSo do primeiro gel. Após este tempo, a água é retirada por meio de papel absorvente.
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Polimerizaçio da Amostra

Os reagentes e soluções foram colocados com o auxílio de micropipetas descartáveis da Clay.
Adams na seguinte ordem:

SolucSb G,

Soro de cobaia

Azul de bromofenol

Amostra

Solução H

Total

75
5
5

200
15

300

Novamente acerta-se o menisco com água destilada e ap6s 30 minutos necessários para a sua
polimerizacSo. a água é retirada com papel absorvente. Para o controle da radioatividade total presente
na amostra, o gel é colocado no tubo de contagem em posição invertida, tampado na sua extremidade
por papel PARAFILM, • tevado ao contador.

Eletroforaw

O papel PARAFILM é retirado e os tubos transferidos para o sistema "Gel Eletrophoresis Cell
Bio Had"., ilustrado na Figura 3.4.

Figura 3.4 - Eletrofore» em Gel de Poliacrilamida



26

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

A "corrida eletroforética" ê interrompida quando a banda do azul de txorr.ofenol se encontra
distante 30 mm da extremidade inferior do tubo de gel.

Fragmentaçio do Gel e Análise

Por meio de uma seringa plástica e agulha n° 23BD, o gel é retirado do cilindro de vidro com
injeção continua de água destilada.

O gel de separação é cortado em 13 pedaços de 7 mm com o "Electrophoresis gel Slicer", sendo
que o gel da amostra é cortado com o auxílio de bisturi. Para evitar contaminação, cada segmento é
envolto em papéis de alumínio e colocado em tubos de contador para a determinação dos picos de
atividades. 0 gráfico é traçado em escala linear e as áreas dos diferentes picos s3o calculadas e
identificadas de acordo com o método anterior.

3.4.4 - Teste de Imunorreatividade

3.4.4.1 - Reagentes e Soluções Empregados

- Antisoro anti somatomedina B humana, produzido em coelhos, foi diluído a 1:4000 em
tampão denominado eluente B.

A solução estoque foi guardada a -20°C em alíquotas de 100^1.

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

- TampSo Diluents A

Fosfato 0,1 M 500 ml

NaCI 9,0 g

Azida sódica 1,0 g

BSA 5,0 g

Água destilada 1000 ml
pH = 7,5

Estocado a 4°C.

- Somatomedina B marcada com alta pureza radioquímíca, foi diluída em tamplo diluente
A, com a finalidade de apresentar 5000 contagens por minuto (cpm) em volume de 50^1.

- Tamplo Diluente B

Tampão diluente A 100 ml
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Etileno Diamina tetracetato dissódico Naj.EDTA.2HjO da QEEL 3.7 g

Estocado a 4°C.

Soros de bezerros normais, gentilmente fornecidos pelo Or. Bi«.'gle da faculdade de Veterinári»
da USP.

— Antigamaglobulina de coelhos obtida em • nrwiros e fornecida pela Bio Rad foi usada na
diluição de 1/16.

3.4.4.2 - Procedimento

Para testar a capacidade ligante da preparação, s Somatomedina B marcada com I (SM-B*)
era incubada a 4°C durante 24 horas antes de ser usada no ensaio, em duas condições:

SMB * sem anticorpo

SMB * com excesso de anticorpo.

A diluição do antkurpo usada era de 1.40000, isto é, numa menor dik^cão do que a
habitualmente usada no ensaio, visto que o tempo de incubação dos testes era de aperut 1 dia, havendo
portanto necessidade de maior quantidade de anticorpo disponível para a I' iição. <\pós 1 dia de
incubação, o procedimento de sep;r ;o das frações livre; e ligsdas dos testes era fe i ' j como usualmente
no ensaio.

O segundo anticorpo era diluído de 1/16 com tampão diluente B, adicionado ao tubo de reação
juntamente com o soro de bezerro, incubado por 24 horas a 4°C, depois de agitação dos tubos. Nos
tubos controle onde o primeiro anticorpo era suprimido, as ligações ocorridas com o segundo anticorpo,
forneciam o valor das ligações incspecfíicas. Se o va;or da ligação do produto marcado com o anticorpo
era ao redor de 50% naquela diluição do primeiro anticorpo previamente ajustada às condições dos
testes, isto é, 1 dia de incubação a 4°C, a fração escolhida para o ensaio comprovava o poder
imunorreatívo. Caso contrario, nova marcação se fazia necessária.

3.4.5 — Estabilidade da Preparação

A estabilidade da preparação foi determinada, analisando-se em cromatoeletroforese e em gel d *
poliacrilamida, alíquotas de Somatomedina B marcada, procedentes das purificações em Sephadex G-2S
fino e G-75, e mantidas a 4°C, após períodos de tempos consideráveis entre a purificação e a análise.
Com esta mesma finalidade, uma amostra correspondente ao pico de SM-B* oriunda de purificação única
em Sephadex G-25 fino e mantida a 4°C foi submetida à uma segunda purificação, apôs decorrido um
período de meses entre a purificação e a análise

Todo esse processo foi efetuado para verificação da danificacão e liberação de iodo sofridas
propreparacões no decorrer do tempo.

3.4.8 - Atividade Específica

A determinação da atividade específica da Somatomedina B usada no ensaio, foi feita pelo
método de utodeslocamento, tratanto a amostra radioativa como amostra desconhecida e procedendo-se
è sua incubaçSo com o anticorpo, sem adição de massa fria, ou seja, Somatomedina B nSo marcada. A
leitura da massa de Somatomedina B existente na amostra, foi feita na curva padrSo, construída a partir



do valor percentual da relação - . onde B representa a contôqem relativa ao complexo SM-B* - Ac

{Somatonwrtina B marcada, ligada ao anticorpo) e T, a contagem total presente no sistema de reação. As

ligações ines|x>cíficas foram subtraídas quando se efetuou o cálculo. Fez-se unia correção entre as

contagens totais presentes nestes tubos de reações e aquelas adicionadas a todos os tubos testes, sendo

esta aproximadamente de 5000 cpm. Após a correção, as contagens da amostra em análise foram

convertidas em atividades e estas foram relacionadas às massas encontradas, como anteriormente descrito,

chegando-se finalmente à atividade específica.

125,
Para esta determinação, foram incubadas diferentes atividades de Somalomedina B marcada com

' I e anti-soro sem adição dp massa fria. A Tabela I I I .1 indica o procedimento utilizado, e A ( , A . e

« 3 representam diferentes amostras dosadas em triplicatas de cada, onde o padrão ou soro foi

substituído por igual volume de tampão diluente. Para a conversão de contagens por minuto a

desint»<(jração por minuto, a eficiência do contador gama foi estimado em 70% por meio de uma fonte

parirão de 1 ? 9 I , como usualmente é feito.

Tabela I I 1.1

Protocolo para Determinação da Atividade Especifica

Tubos

Curva

parirão

Diluente

250

350

350

350

Padrões

(«.»

100

-

-

_

Antisoro

(Ml)

50

50

50

50

Somatomedina

B - 1 2 5 l ( c p m )

500C

20000

35000

60000

3.5 — Avaliação das Condições ótimas para o Ensaio

3.5.1 - Escolha da Quantidade de Traçador a ser Usado

É pratica corrente cm radioimunoensaio, o estabelecimento da quantidade de traçador a ser
t HI pregado, err termos de contagens por minuto ao invés de massa.

A fim de minimizar o desvio médio padrão para o valor de 1%, o emprego de atividades

elevadas do traçador seria ideal, visto que permite a redução do tempo necessário para o acúmulo Je dez

mil contagens da amostra, que forneceria este erro. Entretanto, deve existir um compromisso entre •

quantidade de traçador e a quantidade de anticorpo necessária para permitir uma ligação entre o

primeiro e o set, jndo em torno de 50%. Com esta finalidade foram realizados testes para verificaçSo da

ligação ocorrida entre 5000 e 10000 cpm de Somatomedina B imunorreativa com diluição do anti-soro

1 1 1de
400000 ' 200000 ' 100000

Ver i f i cou^ que o uso de 10000 cpm do traçador, acarretaria a necessidade de emprego de

maior concentração do anti-soro. Entretanto, a diluição deste deve ser tal que permita a realização de

um grande número do ensaios com o mesmo lote de anti-soro.
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Levando-se em conta estas implicações, resolveu-se também determinar o título do anti-soro
para o uso de 5000 cpm de traçador.

3.5.2 - Escolha do Título ou Diluição do Anti-Soro

Uma vez escolhida a quantidade de traçador, a diluição ótima de anti-soro foi testada, para
verificação do título deste que apresentaria uma ligação de 50% na reação com o traçador. Os testes

foram realizados em duplicatas, incubando-se o anti-soro nas diluições de n . jr__^-, . -__-_ , ____-.-. ,
. . . 800000 400000 200000

c o r n ^ " * c p m * * ' " ^ d o r . Considerou-se as ligações inespecfficas, por meio100000 ' 40000 ' 20000
dos tubos controles, fazendo-se reagir o traçador com o agente de separação, sem a presença do primeiro
anticorpo. A diluição do anti-soro que proporcionou uma ligação em torno de 50% foi escolhida para
uso no ensaio.

3.5.3 — Efeito da Temperatura

A mistura de reação foi incubada à temperatura ambiente, i 37°C e a 4°C.

Verificou-se maior ligação à 4 C, apesar do equilíbrio de reaçãc ser atingido mais rapidamente
temperatura elevada, razão pela qual testou-se o período de tempo ideal para incubação do ensaio aem

4°C.

3.5.4 — Tempo de Incubação

Para verificação do tempo necessário para o equilíbrio da reação, as ligações entre o primeiro
anticorpo e a SM-B*, foram analisadas em função do tempo de incubação dos reagentes. Para isto, testes
em triplicatas foram realizados durante tempos de incubação variáveis no período de 1 a 7 dias.

Após os cálculos de percentagem de ligação, procedeu-se à análise de variança e ao teste de
Tukey, para verificação do nível de significance das variações apresentadas no <f rrer do tempo de
incubação.

3.5.5 - Diluição Adequada do Segundo Anticorpo

Com o objetivo de examinar qual a maior diluição capaz de tornar completa a separação das
frações livres e ligadas ao primeiro anticorpo, o agente de separação foi diluído em tampão diluente B, e

usado nos testes de separação. As diluições do segundo anticorpo foram de ^r - ,-rx ,-£" ,~r, f^r .
J7 IO o * 2

A maior diluição do segundo anticorpo capaz de promover completa separação foi escolhida, na
tentativa de evitar a influência de agentes interferentes.

3.6 — Ensaio de Somatomedina B

3.6.1 - Material Empregado

Empregou-se padrão de Somatomedina B diluída em tampão fosfato 0,05 M pH '- 7,5, contendo
2% BSA e 0,2% de azída sodica. A solução estoque foi guardada a -20°C em alíquotas de 600 y l , na
concentração de 100 ng/ml.
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Soros de indivíduos normais e portadores de alterações comprovadas da secreçSo de hormônio
de crescimento (HGH) foram cedidos pela 1* Clínica Medica do Hospital das Clinicas da Faculdade de
Medicina da USP.

- Anti-soro antisomatomedina B. O título do anti-soro foi de 1 H n / t n n •

- Somatomedina B marcada com 1 2 5 I purificada em Sephadex G-25 fino e G-75. Foi
utilizada a fracSo do pico correspondente ao hormônio íntegro, após o teste de
imunorreatividade.

- Diluente A foi empregado como diluente padrSo do ensaio.

- Anticorpo antigamaglobulina de coelho, preparado em carneiros e usado na diluição de

T?"

- Soro de bezerros normais.

- Tubos de polietileno de dimensões: 70 x 11 mm.

3.6.2 - Procedimento

Uma vez determinadas as condições ótimas para realização do ensaio, amostras de soros de
concentração desconhecida e amostras de padrões de Somatomedina B purificada de concentração
conhecida, foram colocadas para reagir com 5000 cpm de Somatomedina B marcada e de anti-soro

diluído a t o n < v ^ a 4°C por 4 ou 5 dias de incubaçSo. Todas as determinações foram feitas em

triplicate a partir de volumes de 100*41. Os padrSes sSo resultantes de diluições consecutivas de uma
solução padrSo de Somatomedina B contendo 10ng/ml e sSo apresentados na Tabela II 1.2 Juntamente
com as concentrações respectivas.

Tabela 111.2

Protocolo do Ensaio de SM-B*

Tubo/Reagente

Controle
Ponto Zero (Bo)
Psdrfo A
Padrlo B
Padrío C
Padrlo 0
Padrfo E
PadrSo F
Padrlo G
Soros

Concentração da
Sor.t«tom«dina B

(ng/ml)

0
0
0,31
0,63
1,25
2,60
3,76
6,00

10,00
desconhecida

Quantidade da
Somatomedina B

(ng/tubo)

0

0
0,031
0,063
0,126
0,250
0,376
0,600
1,00
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Os tubos controles, nos quais somente estSo presentes o traçador e o segundo anticorpo,

oferecem a percentagem de ligações inespecfficas. O ponto zero de massa fria |BQ) fornece a ligaçSo

máxima entre SM-B* e o primeiro anti-soro, na ausência de adiçSo de massa fria, pois nestes, o padrSo

nSo é adicionado. Nos pontos restantes da curva padrSo, coloca-se o traçador, o padrSo de SM-B*, o

primeiro e o segundo anticorpos. Os soros são dilufdos a e n n - ou . - - - - em casos especiais, A

diluição inicial do padrSo de Somatomedina B é feita a partir de 500 /il de solução mantida à -20°C ,

completando-se o volume da mesma para 5 ml com tampão diluente A. A concentração final obtida é de

10 ng/ml. As concentrações dos pontos restantes são obtidas a partir de diluições consecutivas do padrão

G, de um fator 1:2.

A diluição do anti-soro é feita a partir de alíquotas de 100/ i l estocada a -20°C . Completa-se o

volume para 4,5 ml, obtendo-se um título de . o n r j v . . A Somatomedina B marcada é diluída de forma

a apresentar 5000 cpm em volume de 50pl . O segundo anticorpo é mantido â -20°C na forma

cristalina e é reconstituído em 2 ml de água destilada, sofrendo posteriormente uma diluição de

— com tampão diluente B.
16

O procedimento do ensaio é ilustrado na Tabela I I I .3 . Após o preparo de todos os reagentes

necessários, procedeu-se à seqüência operacional do ensaio realizado em triplicate, em banho de gelo, na

seguinte ordem:

- Tampão diluente A

- Amostras de soros ou padrões

- Anti-soro anti Somatomedina B

- Somatomedina B*.

Os volumes de incubação são completados para 4 0 0 p i com tampão diluente A, e 50 /il da

Somatomedina B", usada no ensaio, é colocado em tubos de ensaio para o controle da radioatividade

total adicionada aos tubos testes.

Os tubos reagentes são agitados cuidadosamente em Vortex, e mantidos a 4°C por períodos da

4 ou 5 dias.

Após a primeira incubação, adicionou-se o 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 ml de

diluente A foi colocado nos tubos reagentes e centrifugados a 7000 rpm ou 9000 g, por 40 minutos •

4°C. Procedeu-se a decantação dos tubos limpando-se ai bordas dos mesmos com auxílio de papal

absorvente.

3.6.3 - Determinação da* Concentrações das Amostras

As atividade* do precipitado do* tubo* reagentes, correspondente à fração ligada ao anticorpo,

*So determinada* no contador, por tempo suficiente para o acúmulo de 10000 contagens.

O* valores percentual* de ligaçSo em relação ao ponto zero da massa fria é calculado pela razio

entre o valor médio da contagem no* padrões ou soros (B) a o valor médio da contagem no ponto zero

(BQ) , multiplicada por 100, Desta forma, os valores percentual* de ligaçSo do* padrões am relação ao

ponto da concentração 0 (zero) a a concentração correspondente do padrSo são transferido* para
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Tabela 111.3

Procedimento do Ensaio de Somatomedina

Tubo / Reagente

Tampão diluente

Radioativo
(5000 cpm)

Antisoro — diluição
1:180000

Padrões

Soros diluídos
a 1/5000

Incubação a 4°C

Segundo anticorpo
diluição 1:16

Soro de bezerro normal

IncubaçSo a 4°C

Tampáo

Padrões
(MD

200

50

50

100

-

por 4

50

100

entre 6

500

Controle

(Ml)

350

50

-

-

-

ou 5

50

100

• 24

500

Soros
(/il)

200

50

50

-

100

dias

50

100

horas

500

Centrifugaçèo a 9000 g (7000 rpm) a 4°C por 40 minutos. Decantação dos tubos a determinação da
atividade do precipitado.
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gráficos em papel semi-log e 4 traçada uma curva. A deter rr.inacJo da concentração das amostras 4 feita
diretamente pela leitura na curva padrlo.

As amostras de soro usadas, foram de indivíduos normais, de acromegalicos e dos portadores de
nanismo com deficiência de hormônio de crescimento. As concentrações de HGH foram previamente
determinadas nestes soros.

3.7 - Analne da Técnica

3.7.1 - Especificidade

Visto que o intervalo de variação da curva padrão é de 0.31 a 10 ng/ml e que a concentrado
sérica de Somatomedina B 4 da ordem de fjg, todas as amostras de soro» •'«ram diluídas de um fator
5000. Em seguida tomou-se volumes crescentes da -nistura de soros, conforme indicado na Tabela II 1.4
coluna 1 e completou-se com tampão diluente A até perfazer 100 pi. Foi calculada a média dos 5
resultados de cada diluição, o seu desvio padrão e por fim. as concentrações resultantes. Calculou-se a
correlação linear entre os volumes da .mostra e a média dos valores encontrados, obtendo-se a reta de
regressão linear * ensaiou-se a significincia pelo Teste T de Student. Além disso, as concentrações
resultantes foram transferidas para a curva padrão, obtida a partir de soluções de Somatomedina B
purificada (Padrões) com a finalidade de colocar em evidência possíveis fatores interferentes.

XTl - Exatidão

Para o estudo da exatidão da técnica, volumes crescentes de uma mistura de vários soros, de

concentração-10,30 ±0.35 jig/ml no soro não diluído, foi diluída a — - e adicionadas em volumes
9OUU

crescentes a um volume constante de solução padrão A com concentração 0,63 ng/ml, completando-se o
volume final da amostra para lOOpl com tampão diluente A. Ver Tabela II 1.5 colunas 1, 2 e 3
respectivamente. A recuperação das diversas alíquotas adicionadas foi verificada pela relação entre o
valor calculado e o teórico. O valor calculado é igual ao valor total obtido, subtraído daquele
correspondente a solução A, coluna 4 da Tabela. O valor teórico é o valor esperado pela recuperação 4a
amostra adicionada, como mostrado na última coluna da Tabela correspondente. O teste foi realizado em
quadruplica» para cada amostra. Calculou-se a recuperação percentual de cada valor correspondente ao
volume da amostra de soro adicionada, bem como a média e o desvio padrão. Dtjcrrninou-se o
coeficiente de correlação entre os valores teóricos e os valores calculados obtendo-se a rtta dt rtgresdo
linear • o nível de significáncia pelo Test» T de Student

Tabela M U

Efeito da Diluição do Soro

Alíquotas do soro
diMdai a 1/5000 (*il)

20
40
60
80

100

80
60
40
20
-

Diluição Final

1:25000
1:12500
1:8333
1:6250
1:6000
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Tabela III.B

Exatidão da Técnica

Amostra de
soros (,.l)

10
20
30
40
50

Solução A

(MO

50
50
50

50
50

Tampão
diluente (MD

40
30
20
10

-

Resultados

Valor
Calculado

OBt-A

OBt-A
OBt-A
OBt-A
OBt-A

Valor
teórico B

1/10S
2/10S
3/10S
4/10S
5/10S

3.7.3 - Sensibilidade

Este parâmetro foi avaliado pelo processo discreto, determinando-se a percentagem de ligaçSo

ocorrida entie a SMB* e o anticorpo, sem adição de massa fria, e a I gaç3o ocorrida quando adicionadas

quantidades diminutas de soluções padrões. Assim, 10 determinações foram feitas dos três pontos da

curva padr3o, P = 0 (/ero); P, = 0,031 ng e ?2 = 0,063 ng.

Oos resultados obtidos calculou-se a média, o desvio padrão e coeficiente de variação. A fim de

verificar a menor quantidade detetável. os valores encontrados foram submetidos ao teste estatístico F

bem como ao teste de Tukey para o nfvd de significância de 5%. Considerando-se que a amostra de soro

é diluída de um fator de 5000, a menor quantidade significativa deve ser multiplicada por este valor para

se estabelecer qual é a menor quantidade mensurável de Somatomedina B sérica humana.

3.7.4 - PrecisSo

Esta avaliação foi feita pela análi.e da reprodutibilidade intra-ensaio e inter-ensaio.

3.7.4.1 - Reprodutibilidade Intre-Ensaio

Com o objetivo de testar a prncisõo da técnica em diferentes níveis de concentração, dosou-te

nun, in.-,mo ensaio oito replicatas de uma mesma amostra de mistura de soros.

Usou-se para tanto, três diferentes misturas de soros con alto, médio e baixo teor de

Somatomedina B. Calculou-se também, o desvio padrão e o coeficiente de variação para cada nível de

concentração estimada.

3.7.4.2 - Reprodutibilidade Inter-Ensaio

Três diferentes amostras, constituídas do misturas de soros, foram dosadas em triplicates de

cada amostra em ensaios consecutivos. As amostras empregadas possuíam teor alto, médio e baixo de

Somatomedina B. O objetivo do teste foi avaliar o coeficiente de variação dos valores encontrados em

diversos ensaios e em diferentes níveis de concentração.
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3.7.5 - Estudos das Características da Curva Padrlo

Calculou-se o desvio padrão dos pontos da curva traçada em papel mono-log a partir dos valores

percentuais de —, em função da concentração em ng/ml, onde B = fração ligada ao anticorpo,
B o - N

N = ligações inespecíficas, Ro = fração ligada ao anticorpo sem adição de massa fria. Determinou-se
também a sensibilidade do método por meio da leitura da concentração no ponto de 90% de ligação. A

p
mesma curva padrão traçada em papel mono-log foi transferida para o sistema logit = In ( - — — - ); onde

P é a percentagem da fração ligada. A reta obtida com os valores de logit contra log da concentração dos
padrões teve a sua inclinação determinada.

3.8 — Determinação da Concentração de Amostras de Soros

A concentração de Somatomedina B foi determinada em soros de indivíduos normais e em
pacientes com hiper ou hipo secreção comprovada de HGH.

O* soros lotam diluídos a com tampão diluente Ai e amostras de 100 )it loram tomadas
bUUU

para o uso no ensaio. 0$ resultados obtidos para os diversos níveis de concentração sérica de -SM-B
foram agrupados em torno da respectiva média.

4-RESULTADOS

4.1 - Resultados das Purificações

Nas Figuras 4.1 e 4.2, são dpresentados os resultados típicos da primeira e da stnunda
ção da Somati

marcações realizadas.
purificação da Somatomedina B respectivamente, para uma atividade de I de 500 pCi, de uma dai 18

A Figura 4.3 apresenta a repurificação de uma amostra, imediatamente após a sua eluição. em
Sephadex G-25 fino. O gráfico 4.4 apresenta o perfil de eluição da mesma amostra, após decorrido um
período de tempo de aproximadamente 24 horas entre a primeira purificação e a segunda.

0 gráfico 4.5 mostra a repurificação em Sephadex G-75 de uma amostra, após decorrido 2
meses entre as duas purificações, e também o perfil resultante da repurificação logo após a primeira. A
fração usada foi a mesma que deu origem ao gráfico 4.2, e que ficou estocada a 4°C. Nos gráficos 4.6 e
4.7, são apresentados resultados análogos aos dos gráficos 4.1 e 4.2, para uma atividade de 600 (iCi de
125,

Na Tabela IV.1, são apresentados oi valores das áreas sob os picos 1 e 2, r«i£!ivw> «os:
polipeptídio iodado e iodo livre respectivamente, para purificações em Sephadex G-25 fino, de cinco
diferentes misturas de iodação. O valor percentual da área correspondente a SM-B*, nos dá a estimativa
da eficiência da iodação.

Na Tabela IV.2, são apresentados os valores das áreas sob os picos 1, 2 e 3, correspondentes i
fração danificada ou resultante de agregados moleculares, fração indene e iodo livre, respectivamente,
obtidas pela repurificação em Sephadex G-75 do pico um da primeira purificação realizada em
Sephadex G-25, em cinco diferentes amostras.
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Tabela IV.1

Resultados dos Cálculos de Áreas do Perfil de Purificação da SM B*
em Sephadex G-25 fino

lodações

1
2
3
4
5

%deSM-B*

37.0
49.4
55,4
55,5
71,5

53,8112,5

% de iodo livre

63.0
50,6
«•4,6
44,5
28.5

46,2 ±12,5

Tabela IV.2

Resultados dos Cálculos de Areas dos Perfis Cromatográficos, Referentes á
RepurificaçSo da SM B* em Sephadex G 75

% de SM B* como agregados
moleculares ou fração

danificada

%deSM-B*
íntegra

64,4
65,4
65,5
69,3
71,1

% de iode

6,8
5,7
6,8
8,5
5,7

28,9
28,9
27,7
22,2
23,2

26,2 ±3,2 67,1 ±2,9 6,7±1,i
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4.2 - Resultados dat AtiélitM

4.2.1 - Cromatoelatroforne a Auto-Radiografia

A Figura 4.8 apresenta o resultado da cromatoeletroforese e da auto-radiografia a que foi

submetida uma alíquota da marcação, antes de sofrer o processo de purificação. A cromatoeletrofr>,ese

foi efetuada com cinco diferentes amostras de marcações.

A Figura 4.9 apresenta o resultado da cromatoeletroforese e auto-radiografia de uma alíquota

do pico 1, fração 5, correspondente ao polipeptídio marcado, resultante da primeira purificação dada

pelo gráfico 4 . 1 .

A Figura 4.10 mostra o resultado da cromatoeletroforese e auto-radiografia a que foi submetida

a fração 11, que corresponde ao iodo livre — pico 2 do gráfico 4 . 1 . Alíquotas destas frações de

polipeptído e de iodo livre foram analisadas em amostras de cinco diferentes eluiçôes.

As Figuras 4.1 i, 4.12 e 4.13 registram o perfil resultante da aplicação de amostras, logo após a

repurificação em G-75 representada na Figura 4.2, das frações 48, 103 e 123 que são: a fração danificada

ou agregados moleculares — pico 1, fração indene — pico 2, e o iodo livre — pico 3. Esta análise foi

determinada em amostras de cinco diversas repurif icações.

As Figuras 4.14, 4.15 e 4.16 evidenciam os resultados obtidos pela cromatoeletroforese de

alíquotas, correspondente ao polipeptídio indene, após 1, 2 e 6 meses da sua purificação, período este

em que ficou estocado na temperatura de 4 C.

A Figura 4.17 apresenta o resultado da cormatoeletroforese da fração 48 , correspondente ao

pico 1 da Figura 4.2, após 6 meses de sua repurificação. Esta fração corresponde ao pico de danificado

ou de agregados moleculares do polipeptídio marcado.

4 2 . 2 - Resultados da Eletroforese em Gel de Poliacrilamida (PAGE)

A Figura 4.18 apresenta o resultado de análise de uma alíquota da marcação antes de sua

purificação, dentre as quatro análises realizadas em misturas de marcações.

A Figura 4.19 apresenta o perfil encontrado na análise da fração 5, correspondente ao

polipeptídio iodado e referente ao pico 1 da purificação em Sephadex G-25 f ina

As Figuras 4.20 e 4.21 representam respectivamente, as análises das amostras do primeiro t

terceiro pico resultantes da repurificação em Sephadex G-75, e são correspondentes a fração dapificada

ou agregados moleculares e ao iodo livre. Esta análise foi realizada em cinco amostras diferentes.

As Figuras 4.22, 4.23 e 4.24 são resultados das análises de amostras do segundo pico da

repurificação, logo após a sua realização. Também foram efetuadas 4 medidas.

As Figuras 4.25 e 4.26 sio correspondentes a análise por PAGE das mesmas amostras dos

gráficos anteriores, após um período de 30 dias entre a repurificação a a eletroforese em gel da

poliacrilamida.

A Tabela IV.3 evidencia os resultados percentuais de SM-B* íntegra, encontradas na análise por
PAGE de cinco amostras diferentes de SM-B* , após separação por cromatografia em Sephadex G-25 fino
e G-75.

A Figura 4.27 mostra a representação grafica da separação por PAGE da fração tivra t ligada ao

anticorpo, quando 17000cpm de Somatomedina B* é incubada com o primeiro anticorpo diluído a um
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fator de 1:40000. A separação por PAGE dispensa evidentemente o uso do segundo anti

corpo.

A Figura 4.28 mostra a análise da mesma amostra anterior, correspondente ao tubo controle,
onde o primeiro anticorpo é substituído por igual volume de tampão diluente A.

4 2 . 3 - Resultado da Determinação de Atividade Especifica

A Tabela IV.4 registra os resultados de determinações de atividades específicas de trê» amostras
4e Somatomedina 3 marcada com 1 2 5 I , cujas massas foram determinadas pelo método do
Mito-deslocamrnto. A terceira coluna apresenta os valores percentuais da fração de Somatomedina B,
ligada ao anticorpo, onde T é a radioatividade total em cpm presente na amostra.

A atividade específica, última coluna, é calculada a partir da atividade e da massa existente na

amostra dosada.

Tabela IV.3

Controle de Pureza da Somatomedina B - I l * l Separada por Cromatografia em
Sephadex G-25 Fino e Posterior Repurif icaçáo em Sephadex G-75,

Analisada por Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

N? de Análises

1
2
3
4
6

Valores percentuais de SM-B* íntegra

Purificações em Sephadex
G-25 fino

96,8
98.2
98,0
98,8
98,3

Purificações em Sephadex
G-75

99,8
100^)

993
100^)
99,9

Tabela IV.4

Determinação da Atividade Específica de Somttomedina B - " * l

Amostras

A 3
A ,

A ,

cpm
adicionado

66643

29230

14628

B - N

T

12,0

16,0

20,4

Massa
(ng)

0,64

0,38

0,17

Atividade

0,0361

04)190

04)096

Atividade
específica

66.4

66,9

6 4 , 1 1 3,6*

X I S
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4.3 - Resultados das Avaliações das Condições ótimas

4.3.1 - Quantidade de Trecador a ser Usado

A Tabela IV.5 mostra a ligação ocorrida quando diferentes atividades de Somatomedina B
marcada com 1 2 5 I , e diferentes diluições do anti-soro, s3o submetidas à incubação por 4 dias a 4°C, sem
adição de massa fria.

A ligação se aproxima de bO% na diluição do anti-soro de 1:200.000, quando a atividade é de

5000 cpm. Na diluição de i n n n o o
 a ligação se torna próxima de 50% quando ê usada uma atividade

de 10000 cpm.

4.3.2 - Escolha do Título do Anti-Soro

O resultado da determinação de título do anti-soro é apresentada na Figura 4.29. Colocou-se a
percentagem de ligação em função do inverso da diluição do anti-soro. A diluição ótima encontrada na

ligação de 50% é de

4.3.3 - Tempo de IncubaçSo

A Tabela IV.6 mostra a percentagem da fração de Somatomedina B", que permaneceu ligada ao
anticorpo, em função do período de incubação a que foi submetido o meio de reação. A análise de
variança o teste de Tu key não acusaram diferença significativa de ligação após o 3? dia de incubaçSo.
(a - 0,05). A Tabela indica os valores de ligação em triplicates de cada amostra.

4.3.4 - Diluição do Segundo Anticorpo

A Tabela IV.7 mostra os resultados da ligação entre a Somatomedina B* • o primeiro anticorpo,
em função da diluição do segundo anticorpo, com o objetivo de tornar completa a separação, eviwoüo *
ação de substâncias interferentes.

4.4 — Resultado* da Curva Padrão do Ensaio de Somatomedina B

Na Tabela IV.8 apresentam-se os resultados da curva padrão para concentrações compreendidas
entre 0,31 a 10 ng/ml.

R — IS1
Os valorei médio» percentuais das razto* I r —) com ês respectivas concentrações dot

B o - N
padrOes, foram lançados no gráfico representado na Figura 4.30 em papel semi-log para construção da
curva.

A Figura 4.30 mostra a curva padrão, bem como os valores médios a os desvios padrões dos
pontos. Determina-se a sensibilidade do método pela leitura da concentração correspondente è ligação de
90%.

N» Figura 4.31 a mesma curva padrlo é apresentada nu forma de logit(Y) contra Cnx pois
facilita o cálculo de sua inclinação.



%B

100 T

8 0 -

6 0 -

4 0 -

2 0 -

I: 180000

I
10' ! 0 |/diluiçÕo AC

figura4.29 - Determinaçfo da DiluiçSo Ótima do Anti-Soro para S M B - I 3 S I

IO6



56

TabalalV.S

Quantidade da Somatomedina B 1 J ' l e Diluição do
Anticorpo Adequado para o Ensaio

Diluição

Anti-soro

1:400000
1.200000
1:100000

5000 cpm

23.2
46,0
63,8

Bo-N

n exultados T» (" )

10000 cpm

14,9
35,0
59,6

17000 com

9,9
21,8
40,6

Tabela IV.6

Determinação do Período da Incubaçtb Adequado para o Ensaio

lncubaçfoa4eC

(dias)

1
2
3
4
6
6
7

19,0
31,0
46,1
43,2
46,1
48,4
61,3

B - N
Resultados % ( J

21,0
29,6
43,8
47,3
46,4
47,6
60,1

?P.O
31.3
423
46,9
47,3
47.7
49,6
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Tabela IV.7

Estudo da Diluição Adequada do Segundo Anticorpo,
para • Completa Separação das Frações Livres e Ligadas ao Primeiro Anticorpo

Diluição do segundo anticorpo
B - N

Resultados % ( )

1:32
1:16*
1:8
1:4
1:2

43,0
47,6
44,6
42,1
39.2

Diluição do segundo anticorpo escolhida para uso no ensaio.

Tabela IV.8

Curva Padrão do Ensaio de Somatomedina B para Concentrações
Compreendidas entre 0.31 a lOng/ml

p

(ng/ml)

o
o
0,31
0,63
1,25
2,50
3,75
5,00
10,00

B

1308
12042
11226
10075
8299
6524
4807
4206
3233

B-N

0
10734
9918
8767
6991
5216
3499
2898
1925

B-N
%( )

Bo-N

0
100,0
92,4
81,7
65,1
48,6
32,6
27,0
17,9

% (B/T)

0
474)
43,9
39,4
32,4
25,6
18,8
16,4
12,6

P - PadrSo do SM-B adicionada ao listem* da reaçSo.
B - Contagens correspondentes è fraçfo de SM-B' marcada com 1 2 6 I , unida ao anticorpo (media da

3 determinações).
N - Contagens nío específicas obtidas pelos tubos controles.

BQ - Contagens do complexo SM-B" unida ao anticorpo no ponto de ligaçUo máxima, ponto zero ,
onde nio há adiçio de massa fria.

T - Contagens totais de SM-B* presentes em cada tubo de reaçlo.



eensibidode > 0 ,37 ng /ml

lOng/ml
»f«ra4.30 - Cun« PKMO d* SM-B
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4.5 - Resultados das Características Intrínsecas do Método

4.5.1-Especificidade

Na Tabela IV.9 faz-se a comparação entre os resultados provenientes da dosagem de uma mesma
amostra de soro, com alto teor de SM-B, em diferentes diluições. A concentração resultante corresponde
â média de 5 determinações para cada diluição.

Tabela IV.9

Controle da Especificidade da Técnica. Efeito da Diluiçfo do Soro na
Determinação Hormonal Endógena

Volume da
amostra

W)

20
40
60
80

100

Fator de diluição
do soro

1:25000
1:12500
1:8333
1:6250
1:5000

Valor obtido
X ± S
(ng/ml)

1,03 T 0.08

1,74 T 0.09

2,66 T 0,11
3,54 T 0,45

3,98 * 0,48

Valor obtido x
fator de diluição do

soro X T S
(ng/ml) .

25,75 * 2,00
21,75*1,13
22,17*0,92
22,13*2,81
19,90*2,40

X=22,34*2,12

A Figura 4.32 representa a reta de regressão linear correspondente, e que pode ser determined»
pela Equação Y = 0,0385x + 0,28. O resultado da correlação r entre as diversas alíquotas tomadas a os
valores médios obtidos é de 0,9944, sendo significativo para a = 0,05.

A Figura 4.33 mostra a localização dos pontos correspondentes aos valores médios encontrados
nas diferentes diluições, ao longo da curva padrSo. Observa-se que os pontos obtidos pela diluiçlo do
soro, encontram-se muito próximos àqueles obtidos pelo uso de soluções padrões, praticamente se
sobrepondo ao traçado da curva.

4.5.2 - Exatidão

Na Tabela IV.10 apresenta-se os resultados dos testes de control* de exatidlo, por maio d*
provas de recuperação de quantidades crescentes da mistura de soros de teor de SM-B conhecido,
adicionadas a uma solução de concentração constante a conhecida de Somatomedina B.

O toro teve a sua concentração determinada em 10,3010,35 Mfl/ml, *m daz replicates no
mesmo ensaio em que foi realizado o testa da exatidlo.

A Figura 4.34 mostra a reta de regressão linear correspondente a qua é representada pala
equação Y = 1,0929x - 0,0598. O coeficiente de correlação entre os valores esperados ou teóricos a os
valores calculados, foi r = 0,9993, significativo ao nívwl dn a - 0,05, quando submetido ao test* T da
Student.
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Tabafai IV.10

Controle da Exatidão — Provas de Recuperação de Quantidades Crescentes de Mistura de Soros,

com Teor de Somatomedina B Conhecida, Adicionados a uma SoluçSo de Concentração

Constante e Conhecida de Somatomedina B. X I S : 10,30 + 0,35 ̂ g/ml de soro (i? = 10)

Solução A
(ijg/ml)

0,63

0,63

0,63

0,63

0,63

Valor teórico
de B(r)y/ml)

0,21

0,41

0,62

0,82

1,03

Valor obtido
(T?g/ml)

0,78
0,81
0,80
0,82

0,99
1,00
0,98
1,00

1,25
125
1.30
1,30

1,40
1.45
1,45
1,55

1,65
1,66
170
1,76

Valor calculado
de B Obt-A

(W/ml)

0,15
0,18
0.17
0,19

X=0,17±0,02#

0,36

0,38
0,35
0,38

X= 0,37 ± 0,02#

0,62
0,62
0,67
0,67

X= 0,65 ± 0,03#

0,77
0,82
0,82
0,92

X=0,83±0,06#

1,02
1,02
1,07
1.12

X=1,06±0,05#

Recuperação

percentual

76,2
86,7
81,0

90 *

87,8
92,7
85,4
92,7

100,0
100,0
|Ò8,Í
108J

93,9
100,0
100,0
112,2

99,0
99,0

103,9
108,7

X í S
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4.5.3 - Sensibilidade

A fim de verificar a menor quantidade de Somatomedina B, que nos dê valores
significantemente diferentes do ponto zero, ôez determinações foram feitas dos pontos P, e P. da curva
padrão. Os resultados s3o apresentados na Tabela IV.11. Tanto o teste estatístico r- como aquele de
Tukev evidenciaram que as concentrações de P, e P2 registraram valores significantemente diferentes do
nível zero. Os resultados são significativos para a = 0,05.

Tabela IV.11

Avaliação da Sensibilidade do Método

Po (zero)

51,49
50,54
51,89
52,28
51.48
52,89
53,65
51,89
52,14
52,50

X 52,08
S: 0,85
C.V.(%) . 1,63

B - N

P, (0,031 t?g)

45,04
45,64
44.92
45,40
43,71
46,73
44,47
45,30
44,64
45,09

45,09
0,84
1.86

P2(0.063 rxj)

36,86
37,67
39,04
38,89
37,03
38,79
38,70
38,22
39,40
38,52

38,31
0,86
2,24

4.5.4 - Precisão

4.5.4.1 - Reprodutibilidade Intra-Ensak)

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

4.5.4.2 «produtíbilídade Inter-Entaio

Na Tabela IV.13 s8o apresentados os resultados de reprodutibilidade das amostras A, M e B de
toros, com alto, médio e baixo teor de Somatomedina B respectivamente, dosadas em cinco ensaios
consecutivos, com a finalidade de avaliar a precisão inter ensaio do método. Os valores apresentados
correspondem a média de trls determinações de cada soro dosado.
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Tabato IV.12

Análise da Precislo - Reprodutibilidade Intra Eraaio

X

s.
C.V.(%)

Amostra A

l^g/ml)

28,0

32,0

28,0

33,0

29.0

27,0

26,0

25,0

28,50

2,77

9,70

Amostra M

(lig/ml)

13,5

14.5

13,5

12,5

14,5

14,0

13,0

14,0

13,69

0,70

5,10

Amostra B

(Jig/ml)

7,0

6,8

7,0

7,3

6,8

7.0

7,5

7.8

7.15

0,35

4,90

Tabela IV.13

Análise de Precisfo - Reprodutibilidade Inter Ensaio

N? do

enssio

1

2

3

4

6

X

S

C.V.1%1

A

(Mg/ml)

29,42

27,60

22,50

30.30

26,70

27,30

3,04

11,10

M

b«ftn»

16,76

14,88

16,80

13,90

16,20

16,31

1,07

7,00

B

Wml)

G.70

7.60

8,90

9,60

8,80

8,70

0,60

7.90
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4.6 — Concentrações SéricM de Somatometlina B

Na Figura 4.35, apresentam-se as concentrações basais de Somatomedina 6 sérica humana e
respectivas mídias, encontradas neste trabalho em indivíduos normais, em acromegálic3S com hipertensão
comprovada de HGH e em pacientes com hiposecreção de HGH.

Todas as análises foram efetuadas em indivíduos adultos e as amostras de sangue foram colhidas
em jejum.

As concentrações médias e respectivos erros padrão médio (E.P.M.) encontrados foram:
31,0 í í,9, 19,8 ± 0,21 /ig/ml e 12,2 í 0,7íjg/ml para indivíduos hiper, normo e hiposecretores de HGH
respectivamente.

, - DISCUSSÃO E CONCLUSÕES

5.1 — Dos Resultados das Purificações

Na Figura 4.1, o primeiro pico de atividade corresponde ao polipeptídio iodado e o segupdo ao
iodo livre. Na Figura 4.2, o primeiro pico possivelmente corresponderia aos agregados moleculares, o
segundo à fração íntegra de Sm-B" e o terceiro ao iodo livre. Entre os dois primeiros, podemos verificar
pequenas ondulações dando a impressão da existência de outros picos. Estes outros, provavelmente,
como se verificou noutras purificações, onde suas presenças 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 purificação simples e rápida, com a
grande vantagem de se evitar o contato durante maior período de tempo, entre o iodo livre e o
polipeptídio marcado, graças ao uso da coluna cromatográfica de pequenas dimensões.

Entretanto, o Sephadex G-25 não separa as frações danificadas ou aquela resultante de
agregados moleculares, da fração íntegra de SM-B, tornando-se necessário a repurificação pelo uso do
Sephadex G-75.

A alta resolução da separação obtida pelo uso de coluna cromatográfica de grande altura e

pequeno diâmetro, justifica o seu emprego. Há de se considerar que o uso de coluna cromatográfica de

pequena altura, aumenta a rapidez de separação, mas permanece uma pequena quantidade de iodo livre

que deve ser removida numa segunda purificação. Entretanto, o iodo livre retirado nesta segunda

purificação, também pode ser decorrente de sua formação durante a estocagem das frações de eluatos da

primeira purificação a 4°C, no período de tempo decorrido entre a primeira e segunda purificações.

Outrossim, pode ser formado durante a eluição da amostra, visto que a repurificação em Sephadex G-75

necessita de 12 horas para ser completada. Tudo leva a crer que os três fenômenos podem coexistir.

Através das Figuras 4.3 e 4.4, verifica-se que a repurificaçSo da amostra logo apôs a primeira

purificação e decorrido um tempo de 24 horas, apresentam diferentes conteúdos de iodo livre e de

frações resultantes de agregados moleculares, como pode ser visto nos primeiro e terceiro picos dos

perfis cromatográficos. A fim de se evitar a formação da maiores quantidades desses produto*,

procedeu-se è repurificação da amostra, imediatamente após i sua eluicao em Sephadex G-25.

Conforme se observa na Figura 4.5, a repurificaçlo da SM-B* apôs dois meses da primeira

eluiçSo, deu origem ao surgimento de mais dois picos, que provavelmente devem corresponder à 'raçfo

danificada, com sensível aumento desta e cia de iodo livre is custas da diminuiçfo da de polipeptídio
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üuando se aumentou a atividade de I para 600 ^Ci, referentes às Figuras 4.6 e 4.7,

evidencia-se na Figura 4.7 a presença de grande quantidade de agregados moleculares p rle fração

danificada, diminuição da SM B* indene e aumento da fração de iodo livre.

Os cálculo1; de áieas da Figuia4.G resultaram em 49,4% para o primeiro pico e 50,6% para o

segundo, e de 55 ,5% e 44,5% para os respectivos primeiro e segundo picos da Figura 4 1, atestando a

diminuição rplativa tia eficiência da iodação.

Pela Tabela I V . 1 . verifica se que a média pt-irentual de SM-B- 1 2 5 I é de 53,8%; este cálculo

fornece uma estimativa cia eficiência de iodação, sendo compatíveis com os resultados obtidos por outros

autores ' 3 7 - 5 6 - 7 1 1 .

A Tabela IV.2, mostra uni resultado médio de 26,6% para produtos de agregados moleculares

ou de danificados. Neste cálculo, considerou-se o primeiro pico da repurificação e também a área na

região tie pequenas ondulações, onde provavelmente se localiza a fração danificada, até a região do

segundo pico correspondente à fração indene. Verifica-se grande participação da fra;5o que seria

resultante de agregados moleculares, com pouca formação de produtos danificados, nas repurificações em

condições favoráveis de trabalho. Em condições desfavoráveis, a participação de frações danificadas é

bem maior, como se pode verificar nas Fiyuras4.5 e 4.7.

A Tabela IV.2 também mostra uma percentagem média de 67 ,1% de SM B* indene, registrando

a grande eficiência obtida através da marcação pela Lactoperoxidase e pelo processo de purificação.

Para o uso nos enwios é suficiente o emprego de uma única fração de 1 ml, urna vez que se usa

5000cpm/t:ibo de reação. Para um ensaio envolvendo 200 tubos testes, seriam suficientes IO 6 cpm.

Como pode ser visualizado na Figura 4.2, apenas uma fração do pico de S M B * indene pode ser usada,

fornecendo contagens suficientes. Este fato possibilita o emprego da fração de alta pureza.

5.2 - Das Análise»

As análises realizadas por comatoeletroforese, revelam a migração da SM-B* íntegra que, por

sua vez, permaneceu na zona das proteínas séricas, as quais se coram pelo azul de bromofenol.

Este fato se deve a mobilidade da SM-B que, na cromatoeletroforese em papei localiza-se na

regilo de a-globulinas1981.

Hormônios como a insulina e o de crescimento humano, que adsorvem ben è celulose,

marcados pela Cloramina-T, quando analisados pela Cromatoeletroforese, apresentam á fração indene na

origem, a danificada migra na região das proteínas séricas por perder a capacidade de adsorçSo do papel,

e a de iodo livre migra em direção ao a n o d o ' 4 1 ' 4 2 - 9 2 1 .

O hormônio danificado, encontra-se na região das a } macroglobuiinas e albumina sérica, mas na

cromatoeletroforese, não há uma resolução eficiente da separação de proteínas séricas'92 '. Em geral, os

métodos eletroforéticos, com a notável exceção da eletroforese em gel, não sa*o sensíveis às alterações

sofridas pelas frações que se tornam danificadas'42 ' ,

Como é mostrado na Figura 4.8, os três primeiros picos nSo estío bem resolvidos, e devem Mr

decorrentes de Sm-B* em forma de agregados moleculares, íntegra • danificada, undo o quarto pico,

região do iodo livre, bem distanciado dos demais a na direção do anodo.

A F igura4 .9 e 4,12 atestam a eficiência da purificação em Sephadex G-25 • G-75

respectivamente, onde a participação do segundo pico devido ao iodo livre, é mínima. 0 baixo conteúdo

de iodo livre na análise da fração, revela a pureza desta, conseguida já na primeira purificaçJfo.
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A Figura 4.10 mostra a localização do iodo livre na direção da região do anodo, na análise da

fração número 11, correspondente ao segundo pico da primeira purificação. Nota-se nesta figura um

pequeno piro na região do corante, que deve ser atribuído à SM B* que não foi totalmente separada do

iodo livre durante o processo de eluição da amostra em Sephadex G-25.

As auto-radiografias demonstram a presença da radioatividade nas regiões enegrecidas, e são

correspondentes aos picos de atividades obtútos nos perfis gríficos das Figuras 4.8, 4.9 e 4.10.

Na Figura 4.13 visualiza se vários picos na região de iodo livre, que podem ser condizentes com

a presença de iodo em formas diversas de polímeros " .

A estabilidade da fração de SM-B* indene, é analisada nas Figuras 4.14, 4.15 e 4.16. A SM-B

demonstrou ser adequada ao uso após 1 mês de sua marcação, estocada a 4°C.

A estabilidade da fração indene é maior do que aquela de agregados moleculares, conforme

pode ser analisado pelas Figuras 4,16 e 4.17.

A análise de mistura de marcii^õo pula eletroforese em gel de poliacrilamida, representada na

Figura 4.18, revela a pequena parcela de fração danificada ou resultante de agregados moleculares

formados durante o processo de iodação. Esta fração permanece no gel de amostra, a fração de SM-B

indene localiza-se, em relação ao anodo, na região pré albumina, e o iodo livre anteriormente a fração

indene, também em ralação ao anodo.

As Figuras 4.19, 4.22, 4.23 e 4.24 demonstram a pureza radioquímica das respectivas amostras,

alcançadas pelos purificações, confirmando os resultados obtidos pela cromatoeletroforese.

A Figuia4.20 dcmor.i'ra a presença de fração indene de SM-B na análise de frações de

agregados moleculares que foram separados pela cromatografia em Sephadex G-75. Estes agrèdados

moleculares parecem ser apenas polímeros da molécula de SM-B, não possuindo alterações significantes

em sua molécula que justificassem um comportamento eletroforético diferente do observado. Entretanto,

a estabilidade da fração de agregados moleculares é menor que aquela da fração indene.

As Figuras 4.25 e 4.26 demonstram a estabilidade notável das frações analisadas nas

Figuras 4.22 e 4.23 respectivamente.

Os resultados da Tabela IV.3 evidenciam a alta puro/a das frações de SM-B indene, chegando a

ser de praticamente 100%, após a repurificação da amostra.

A Figura 4.27 demonstra a localização da SM-B* ligada ao anticorpo, que perruix-co.! no gel da

amostra, enquanto que a fração indene livre se encontra no segundo pico. A Figura 4.28 demonstr i i

localização da SM-B* indene livre, na análise da mesma amestra da Figura 4.27, onde não se adicionou

anticorpo. Observa-se que a preparação é bem pura sem existência de outros picos de atividdd.'

O uso de técnicas que separam simultaneamente todos os componentes presentes na amostra,

permitem a um só tempo a estimativa de cada componente da amostra. Como se pode comprovar na

análise de amostras pelo PAGE, praticamente não existe fração de agregados moleculares ou danificadas

nos eluatos correspondentes ao polipeptídio indene, justificando-se o emprego da CEF, mesmo

considerando uma provável separação incompleta, o que não interferiria com • análise, devido è sua

participação de pequena monta.

Os valores registrados na análise pela cromatoelntroforese e pelo gel de poliacrilamida,

comprovam a eficiência dos métodos de purificações empregados. Em vista dos resultados obtidos,

persistimos no emprego deste método de preparação do antígeno marcado, embora o uso de coluna

eromatográfica nessas dimensões torne a técnica mais trabalhosa.
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A atividade específica média de 54,1 * 3,6/jCi,'/ig. apresentada na Tabela IV.4, mostra uma boa

alivicl.idi- i",|v i fhra i|ni! p.'imiii- A nuli/ac.io de ensaios corn alt.) sensibilidade cf)rno se verá no item 5.4.

Esli- método df cálculo do atividade específica é preciso ' e tem a vantagem de relacionar a

atividade da amoMia com relação à massa correspondente imunorreativa, uma vez que a sua

determinação se fa/ por meio de reação imunolótjica. usufiuindo se da capacidade de complexação com

o anticorpo. Com o uso de preparações com esta atividade específica, a massa de Somatomedina B

marcui.i rom ' I , utilizada no ensaio foi de apenas aproximadamente 59 pg., considerando-se a

ativul.uk- específica il.i preparação 54,1/ jCi / / /g, a eficiência do aparelho 70% e a contagem da

preparação maicada empiegada 5000 cpm. Essa pequena quantidade de traçador usada não interfere na

sensibilidade do ensaio, tornando possível a quantificação de pequenas concentrações de antígeno.

5.3 — Das Avaliações das Condições Ótimas

Cnnfoime loi discutido nc itnu J.S. I >• mu • n.idn r,.i I il»>!ilV. li " .(• tide: J -.i1 a (|U,llllld.«ie de

traçador a ser usada no i w n o , (|ii<- i l i ' . " bOOO i imi. l.ilo que possibilitei maior diluição do anti-soro, sem

prejuízo na praticabilidade de detecção da radioatividade.

Na escolha da diluição ótima do anti-soro, mosti.ido na Figura 4.29. o ponto de ligação de 50%

foi encontrado na diluição do anti-soro de 1:180000. Olr;ervase na mesma figura, que em excesso de

anticorpo, a ligação é de 98",',, denotando a alta imunnrre.ttividadt: da prepatai,ão.

A análise dos dados ria Tabela IV.ti |»'la análise de variarrçj e o teste de Tukcy. não acusam a

diferença significativa apôs o 3'.'dia de incubação, ra/ão pela qual o período de incubação escolhido foi

de 4 ou 5 dias, para dar uma margem de segurança. Nota se a manutenção da capacidade imunor,cativa

ao lonqo do teste, o que revela a estabilidade da preparação também no que concerne a manutenção dp

imunorreatividode da preparação.

Com relação à Tabela IV.7, a escolha da diluição do 2? jnticoipo deve-se ao falo deita diluição

proporcionar maior eficiência na separação, conforme pode ser visualizado. A maior diluição que

consegue separ.it as frações de forma eficaz, deve ser escolhida, uma vez que o excesso de 2? anticorpo

ou do tampão diluentr r ima diminuição na eficiência do separação das fraçftes

A separação pelo método do duplo anticorpo fi pratica, faulitando o seu empipqo c n rotina

clínica. A especificidade da reação, torna possível uma excelente separação, com pouca participação de

ligações inespecíficas'411, da ordem de 5%, conforme mostra a Tabela IV.8, que não interferem na

qualidade do ensaio.

Cumpre rer/.nltar que a po.sibilidade de efetuar o ensaio das amostras e padrões em condições

análogas, deve se ao fato do soro ser usado cm diluições extremas. Outro fator decorrente desse fato e

que deve ser considerado devido a sua importância, é a possibilidade de se evitar efeitos não específicos

de proteínas plasmáticas normalmente observados em amostras de concentração plasmática elevada '.

O fato de se usar soros em diluição elevada, evi.a também a degradação de S M B * pelos

comjxjnentes da amostra, durante o período de incubação195 ' . Este fato assegura um meio homólogo

••nu" os padrões e soros, e portanto propicia comportamento análogo entre amostras e padrões, o que é

um f nor ideal em radioimunoensaio'94' '.

A determinação dí sensibilidade do ensaio, |ielo método gráfico ' conforme apresentado

na Figura 4.30, apresentou resultado próximo aquele mostrado no item 4.6.3, com valores de 0,37 •

0,31 ng/ml respectivamente.

Estes valores devem sef multiplicados por um fator 5000 pura so encontrar a sensibilidade d *

rteterminaçJo d.; SM H em soro» hununoi, uma vez que estão diluído» por este fator no ensaio.
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A inclinação da reta representada na Figura 4.31, foi de 1,1724, sendo que a ideal é igual a
í 1.0'

5.4 - Das Características do Método

De acordo com o critério proposto por Melo* (ver Apêndice), podemos considerar o coeficente
de correlação encontrado: r - 0,9944 como excelente, sendo significativo para ar =0,05. A Tabela IV.9,
fornece praticamente os mesmos resultados para o soro não diluído e em diferentes diluições, quando
estes são corrigidos pelo fator de diluição.

A linearidade e a alta correlação demonstrada na Figura 4.32, comprovam a inexistência de
fator sérico interferente. sendo portanto uma prova da especificidade do sistema, conforme preconizado
por Yalow . A distribuição dos pontos quando transferidos para a curva padrão da Figura 4.33, revela
o idêntico comportamento dos soros e soluções padrões, validando a eficácia da técnica proposta.

A validade da técnica, requer a recuperação quantitativa de hormônio adicionado ao plasma ou
soro . A recuperação apresenta valores médios de 83%, para concentrações extremamente baixas de
SM-B, na concentração de 0,21 ng/ml, e alcança 103% para valores ainda baixos, de 1,03ng/ml,
conforme registrado pela Tabela IV.10. A correlação apresentada pela Figur.-, 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 mensurações séricas de SM-B de 0,155/jg, valor este que é cerca de 15 vezes menor daquele
encontrado em indivíduos normais. A sensibilidade do método depende da qualidade do anti-soro
usado1901 e da a.e. da preparação149' e reflete-se essencialmente na inclinação do trecho inicial da curva
padrão . As curvas padrões obtidas mostram boa inclinação nas regiões de menores massas de SM-B.

A análise da precisão do método, por meio da precisão intra-ensaio acusou valores do
coeficiente de variação para valores altos, médios e baixos de SM-B de 9,7, 5,1 e 4,9%, respectivamente,
conforme evidenciado pela Tabela IV. 12, sendo considerado bom para os dois primeiros valores e
excelente para o último. Os valores apresentados na Tabela IV. 13, são compatíveis com resultados bons
para os níveis médios e baixos de SM-B na análise de reprodutibilidade inter-ensaio.

Estes resultados, levam a crer que, para nfvpí» altos de SM-B sérica, é conveniente uma maior
diluição do soro, para um fator 10000, deslocando nessa forma, a leitura da concentração da amostra
para as regiões centrais da curva padrão, evitando-se a falta de precisão comumente encontrada nas
regiões caudais da curva padrão .

5.5 - Dos Níveis Sérícoi de SM-B Encontrados

Pela análise da Figura 4.35, verifica-se uma superposição dos níveis de Somatomedina B em
indivíduos nor mo e hiposecretores de HGH. Entretanto, a técnica permitiu a discriminação das
concentrações médias de SM-B nos três níveis. A concentração média de SM-B encontrada em
acromegálicos, é cerca de 3 vezes maior àquela de pacientes com hiposecreçSo de HGH, o que é
consistente com os resultados encontrados por Yalow' 9 8 ' , que utiliza o método de iodaçSo pela
cloramina-T e purificação em gel de amido com posterior repurificação em Sephadex G-50.

1*1 Melo. E, L (19701, "T»«e cto Llvm DocAncin", FneulcIflH» d» Medicina dn Uniwnirintln d» Sflo Paulo.
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6 - SUGESTÕES PARA TRABALHOS FUTUROS

- Desenvolvimento da técnica de memuração da Somatomedina B por meio de receptores
de membrana celular, que permitem a sua avaliação em termos de atividade biológica.

- Estudo dos níveis de Somatomedina B em recánvnatos e durante o ctescimento infantil.

- Avaliação dos níveis de SM-B em pacientes com deficiência de HGH tratados com este
hormônio, e correlação com a resposta clínica.

- Determinação de SM-B sérica humana por meio de radioimunoensaio e de receptores.
Aplicação da metodologia para separação dos pacientes com deficiência de crescimento
por carência de produção ou simplesmente por alteração da atividade biológica de
Somatomedina B.

- Estudo dos níveis da SM-B em deficiência alimentar, principalmente hipoproteica.
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APÊNDICE

Os critérios estabelecidos por Melo em 1970 em Tese de Livre Docência sSo aqui apresentado*.

1) Para o coeficiente de correlação r.

a) Excelente para 0,980 < r < 1

b) Bom para 0,941 < r < 0,980

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

2) Para o coeficiente de variaçSo (C.V.)

a) Excelente para 0 < C.V < 0,05

b) Bom para 0,05 < C.V < 0.10
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ABSTRACT

The various steps that are necessary for the setting up of Somatomedin B radioimunoassay are presented.

Radioiodination was carried out through the «mimetic method of Lactoperoxidase while the purification of the

labelled was performed first of Sephadex G-25 fine and then on Sephadex G-75. It was found that a preparation of

I labelled Somatomedin B presented a radiuchemical purity of 99,8%, a mean specific activity determined by the

self-displacement method of 54.1 ±3.6pCi//Jg and a binding of 98% in the presence of antibody excess. It was also

shown that the high stability of this preparation allows its use for up to one month after labelling, if it is stored in

refrigerator at + 4 C.

The separation between the free and the bound antigen was 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 a study of the

dilution effect on human seruns where endogenous Somatomedin B is determined.

The correlation coefficient between different serum volume* and the found value* of the method WM

r = 0.9944. The accuracy was demonstrated by the recovery of known amounts of Somatomedin B (standard) added to

serum samples. This recovery was of 83% and 103% in the case respectively of 0.21 and 1.03ng/ml of added

Somatomedin B. The correlation coefficient between the expected thaoric values and those that have been found in

the recovery tests was r = 0.9993.

Precision was evaluated through the intra- and inter-assay reproductibility- In the first case, the variation

coefficients were 9.7, 5.1 and 4.9% for the serum samples at high, medium end low Somatomedin B content

respectively. In trw case of inter-assay reproductibility, they were instead 11.1, 7.0 and 7.9% for the same high,

medium and low contents.

The sensitivity of the method determined by discrete analysis of the first values on the standard curva we» of

0.31 ng/ml.

Finally are presented the serum levels of Somatomedin B that have bean found in normal subjects and in

individuals with alteration in HGH secretion.
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