
INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGÉTICAS E NUCLEARES 

AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

PADRONIZAÇÃO DO RADKNMUNOENSAIO DE CALCITONINA COM REAGENTES 

PRODUZIDOS NO IPEN PARA SUA APLICAÇÃO NO DIAGNOSTICO 

PRECOCE DO CARCINOMA MEDULAR DA TIREOlDE 

ELIZABETH KlNUYO GIMBO 

pan ppwnyfe do Grau út 

Ortontwtor: Dr. Paolo Bartolini 

SAO PAULO 

1969 



INSTITUTO DE PESQUISAS ENERGÉTICAS E NUCLEARES 

AUTARQUIA ASSOCIADA A UNIVERSIDADE DE SÃO PAULO 

PADRONIZAÇÃO DO RADlOIMUNOENSAIO DE CALCITONINA COM REAGENTES 

PRODUZIDOS NO IPEN PARA SUA APLICAÇÃO NO DIAGNOSTICO 

PRECOCE DO CARCINOMA MEDULAR DA TIREÔIDE 

ELIZABETH KINUYO GIMBO 

Disaartaçio apresentada como part* dos 

requisitos para obtancfo do Grau da 

Mastre tn Tacnologia Nuclear. 

Oritntador: Dr. Paolo Bartolini 

SAO PAULO 

1080 



Dissertação realizada nos labora 

tõrios da Divisão de Medicina 

(TBM) do Instituto de Pesquisas 

Energéticas e Nucleares (IPEN) 

de São Paulo 



Ao* meu-4 pa. i 



Ao E&taniilau 



Ao Vx. Paolo Baxtolini, 

pilo con&tantz apoio, lòtlmulo, 

z&plnito cH.ZtA.co na orientação 

d&òte. txabaího, 

m&u e&pecial agxade.cime.nto 

http://cH.ZtA.co
http://agxade.cime.nt


AGRADECIMENTOS 

Ao Dr. Robzito Viiliaxo, 

Ao Dr. Joòé. Robtito Roge.n.0, 

Ao Prof . Dr . Riu. Ribzixo F/ianco, 

Ao Prof . Dr. Sé.KgÃ.0 P.A. Tolzdo, 

Ao Prof . Dr . Joòé. Canto* Batibttiio, 

Ao Dr. GÁ.an-Ma.fi<La A. A. So Adi 

Ao Dr. Ewatdo M.K. RUAAO, 

A I-tene Schwaxz, M.Sc. 

A Ma*x.a Tzni&a. CP. Ribzla, M.Sc. 

pela orientação, participação, críticas, sugestões 

e apoio, na realização desta dissertação, 

Aos colegas da Divisão de Medicina, 

A todos que direta ou indiretamente 

colaboraram para a realização deste trabalho, 

A FAPESP que roe concedeu a Bolsa de Mestrado no pe 

rlodo de 1986 a 1988. 

O meu agradecimento. 



PADRONIZAÇÃO DO RADIOIMUNOENSAIO DE CALCITONINA COM REAGENTES 

PRODUZIDOS NO IPEN PARA SUA APLICAÇÃO NO DIAGNOSTICO PRECOCE 

DD CARCINOMA MEDULAR DA TIRtClDE. 

ELIZABETH MNUVO GIM60 

RESUMO 

A produção de reagentes para o Radioimunoensaio 

de Calcitonina humana foi desenvolvida em nosso laboratório,a 

partir de uma gentil doação do produto sintético da CIBA (Ba­

sel, Suiça). Esta preparação foi usada para a produção de an-

tissoro em coelhos e cobaias e para a radioiodação de acordo 

com dois métodos diferentes que utilizam a Cloramina T: Clás­

sico e Estequiométrico. 

O uso do Sephadex G-50 na purificação do hormô­

nio radioiodado, nos forneceu um traçador livre de contaminan 

tes de alto peso molecular. A repurificação em gel de polia-

125 
crilamida nos ofereceu uma I-hCT de alta especificidade que 

apresentou ligações específicas, a antissoros de boa qualida­

de, da mesma ordem daquelas obtidas com traçadores importados 

(-45% B). 

Alguns antissoros foram obtidos em coelhos e co­

baias, mas apenas um (antissoro GP--IPEN) pôde ser usado em 

uroa diluição (1:4000) que nos proporcionou curvas de alta sen 

sibilidade (Dose Mínima Detectavel < 70 pg/ml) apresentando, 

porém, valores de ligações específicas muito baixas (7 - 10%). 

Por estas razões, para realizar uma padronização e um contro-



le de qualidade adequados desta técnica, foi usado em antis-

soro gentilmente doado pelo Instituto Karolinska (Estocolmo, 

Suécia). Portanto, utilizando uma diluição maior deste antis-

soro (1:8000) foram obtidos maiores valores de ligação espeeí 

fica (20 - 30%), de sensibilidade (< 30 pg/ml) e uma satisfa­

tória precisão do ensaio. 

Consideramos este estudo o primeiro passo na com 

pleta produção de reagentes para Radioimunoensaio de Calcito-

nina humana, que no presente momento, depende somente da ob­

tenção de um antissoro de alta avidez. Estudos posteriores de 

verão ser realizados para melhor definir a exatidão do método 

e sua aplicação clinica adequada no "screening" da forma faini 

liar do Carcinoma Medular da Tireóide. Enfatizamos também o 

fato que, sendo nossos recursos muito limitados, todo o tra­

balho foi realizado com grande economia, utilizando, onde foi 

possível, as técnicas já padronizadas e os conhecimentos jã 

previamente adquiridos nesta área de trabalho. 



THE DEVELOPMENT OF A HUMAN CALCITONIN RADIOIMMUNOASSAY, WITH 

"IN HOUSE" REAGENT PRODUCTION, FOR APPLICATION TO THE EARLY 

DIAGNOSIS OF MEDULLARY THYROID CARCINOMA. 

ELIZABETH KTMVO G1HB0 

ABSTRACT 

Reagent production for human Calcitonin (hCT) Radio­

immunoassay (RIA) was carried out in our laboratory starting 

from a kind donation of human synthetic preparation from CIBA 

(Basel, Switzerland). This product was used for anti-hCT anti­

body production in rabbits and guinea-pigs and for radioiodin-

ation, according to two different methods: classical and 

stoichiometric Chloramine T techniques. 

The use of Sephadex G-50 in tracer purification 

125 
allowed the obtainement of I-hCT free of high molecular 

weight contaminants. A repurification on polyaerylamide gel 

125 
electrophoresis provided I-hCT of higher specific activity 

that presented specific binginds, to good quality antisera, 

of the same order of imported tracers (- 45%). 

Different antisera were obtained in rabbits and 

guinea-pigs, but only one (GP^-IPEN) could be used in such a 

dilution (1:4000) to provide highly sensitive curves (minimal 

detectable concentration < 70 pg/ml) presenting, however, 

very low specific bindings (7-10%). For this reason, in order 

to be able to set up a regular quality control of our hCT-RIA 

technique, an antiserum kindly donated by the Karolinska 



Institute (Stockholm, Sweden) was used. This way, through the 

use of an higher antibody dilution (1:8000), higher specific 

bindings (20-30%), higher sensitivies (< 30 pg/ml) and 

satisfactory precision were obtained. 

We consider this study a first approach to a complete 

national production of hCT-RIA reagents that, at present 

moment, depends practically only from the obtainement of a 

high avidity anti-hCT antiserum. More has to be done on accuracy 

and correct clinical application of this assay to the screening 

of the familial form of Medullary Thyroid Carcinoma. We also 

emphasize the fact, due to our limited financial possibilities, 

all the work was carried out with great economy, taking 

advantage of previously set up techniques and of the experience 

already acquired in this field of work. 



ABREVIATURAS 

IPEN - Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares 

hCT - Calcitonina humana 

RIE - Radioimunoensaio 

CMT - Carcinoma Medular da Tireóide 

EGPA - Eleuroforese em gel de poliacrilamida 

Ag - Antigeno 

Ac - Anticorpo 

cpm - Contagem por minuto 

rpm - Rotações por minuto 

BG - Radiação de fundo 

Rm - Distância de migração eletroforetica relativa 

SAB - Soro Albumina bovina 

PEG - Polietileno-glicol 

OMS - Organização Mundial da Saúde 

DMD - Dose mínima detectável 

EDc0 ~ Dose que produz 50% de queda na resposta relativa 

ã dose zero 

B - Fração de Ag marcado ligado ao Ac 

B - B correspondente ao ponto de dose zero 

V - Volume de exclusão molecular 
o 

V - Volume de eluição 
© 
V_ - Volume Total 
T 

ACQ - Amostra Controle de Qualidade 

o - Desvio-padrão 

C.V. - Coeficiente de Variação 



Coeficiente de extinção 

Irradiação luminosa com comprimento de onda no in 

tervalo de luz ültra-Violeta (185-325 run) 

10 gramas 
4 

3,7 x 10 desintegrações por segundo 

Milicurie 

Bequerel. Uma desintegração por segundo 

microlitro. 10 litros 
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1. 

I. INTRODUÇÃO 

Evidências de um segundo hormônio regulador de 

cálcio plasmatico foram primeiramente observadas por Copp et 

alii ' em 1961, quando eles notaram que a perfusão de 

alta concentração de cálcio no aparato tireõide-paratireõide 

de cão causou um aumento de um potente fator hipocalcemicc e 

conseqüentemente uma queda rápida de cálcio plasmatico. Deno­

minaram esse fato de Caleitonina, uma vez que estava envolvi­

do no controle do nivel de cálcio nos fluidos corpóreos. 

A fonte de Calcitonina (CT) presumia-se ser as 

glândulas paratireóides. Posteriormente, novos experimentos 

confirmaram a existência desse fator hipocalcêmico e a origem 

(33) tireoidiana foi sugerida por Hirsch et alii . Foster et 

alii , em 1964, observaram que em cão não era possível sepa­

rar adequadamente as paratireóides das tireóides e seus estu­

dos em cabras estabeleceram que a CT era secretada pela glân 

dula tireóide(24). 

A CT é um hormônio protéico de cadeia simples 

apresentando um peso molecular de 3.418 da1tons. Ê secretada 

pelas células parafoliculares da tireôide de mamíferos (célu­

las C) e pela glândula últimc-branquial, em certas espécies 

como aves e peixes. Trabalhos de Pearse & Polak mostraram 

que as células C são embriologicamente originárias da crista 
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neural e migraram para a região da bolsa branquial posterior 

para formar o último corpo branquial. No homem, o último cor-

por branquial incorpora-se aos lobos laterais da tireóide e 

representa a localização intratireoideana das células parafo-

liculares. Isto indicaria que a CT e possivelmente outros hor 

mônios produzidos pelas células da série APUD deveriam ser 

(23 52) considerados parte do sistema neuroendocrine. ' 

Sabe-se que a CT está envolvida na homeostase do 

cálcio e fósforo, agindo de forma antagônica ao hormônio da 

paratireóide (PTH), ou seja, atua diminuindo a concentração 

sérica do cálcio quando o organismo se encontra em estado de 

hipercalcemia e por conseguinte baixa também os fosfatos; a 

sua principal ação parece ser a inibição da reabsorção õs-

„ , (7,10,11,21,26,46,52,65) 

Nos primeiros anos apôs a descoberta da CT hou­

ve um avanço muito rápido na elucidação da química da CT, iso 

lada do homem e de outras espécies de mamíferos e mamíferos 

inferiores. 

As estruturas das moléculas de CT isoladas de 

seis diferentes espécies foram determinadas (Fig. 1) e o êxi­

to da síntese da CT porcina, humana e de salmão resultou numa 

maior utilização desses peptídeos para investigações clíni­

cas, fisiológicas e farmacolõgicas. 

Atualmente, já foi determinada a seqüência de 

aminoácidos de 7 espécies diferentes: bovina, ovina, porcina, 

humana, rato, enguia, salmão I, II e III. Cada CT estudada 

apresentou 32 aminoácidos com apenas uma ponte dissulfeto en­

tre os resíduos de Cisteína das posições 1 e 7, na porção N-
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PORCENTAGEM DE 

HOMOLOGIA 

Cy«-Gly*Asn-t*u-S«r-Thr>Cya'>M«l-L«u-GlyThr>Tyr<Thr-Gln-Aap-Ph»'>Aan-Lyt<Ph»>Hla'Thr«Ph»>Pro-Gln>Thr'Ai*'I1* • G ly Vai • GlyAlB-Pro«CONH2 

Liu Sar H 1 
j- l 

Cya'S«T»Aan-tau*Sar'Thr-Cya»Vat->^u-Saf'Ato'TyT-TTp-l.ya-A«P'l<u'Aan«Aao-Tyr'Hla-Arp'Tyr. Saf'Gly»Mtt-Gly-Ph>-G)r'Pro-Glu-Thr-Pre-CONH? 

Pha 
AtgtAan Pha Pha 

I :—i 
Cya-ST«Aan»f u - S f *ThfCya«Va«-Lau-GlyLya-Lau-SafGln-Glu-tau-H>i • Lya -Lau- Gin • Thr • Tyr • Pro-Arg-ThrJAan-Thr. G ly S t f G l y T h f P r o - C O N H 2 

Aap-Val Ala 

•«3 

h 

so 

1= 
•44 

50 

J J 

Figura 1: Seqüência completa de aminoãcidos das Caleitoninas humana, ovina e de salmão. 

A substituição dos aminoãcidos exigidas para a Caleitonina de rato, bovina, 

porcina e de enguia estão abaixo das respectivas seqüências homólogas. A por­

centagem de homologia intraclasses das Calcitoninas é de 88 a 94% e inter -

classe ê de 44 a 50%. 

U) 
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-terminal de molécula e um resíduo de Prolina na posição 32 

da porção carboxi-terminal. Das 5 espécies primeiramente estu 

dadas (humana, bovina, ovina, porcina e salmão I) , observou-se 

uma homologia em apenas 9 posições na porção N-terminal onde 

(19 21 52) a homologia entre elas e maior ' ' 

Apesar da grande variação na seqüência dos ami-

noácidos uma considerável semelhança se manteve quanto ã con­

formação da molécula. Isto explica porque cada CT é ativa nas 

espécies mamíferas que foram ensaiadas. Observou-se também 

que houve uma considerável conservação com respeito ã carga e 

posição dos resíduos hidrofóbicos e hidrofllicos na molécula. 

Resíduos hidrofóbicos, por exemplo, Tyr, Phe e Leu ocorrem 

em intervalos regulares ao longo da molécula (posições 4, 9, 

12, 16, 19 e 22). Phe e Tyr são sempre encontrados na posição 

22. As cargas dos aminoãcidos também apresentam um certo grau 

de conservação: os resíduos ácidos estão confinados nas posi­

ções 15 ou 30; os resíduos básicos se encontram distribuídos 

mais amplamente. A Tyr é particularmente importante do ponto 

de vista da iodação: na CT ovina há 3 Tyr, na CT bovina há 2 

Tyr (posição 12 ou 19). Nas CT porcina e humana há apenas uma 

Tyr na posição 12 e na componente maior da CT de salmão há 

(52) uma Tyr na posição 22 . 

A CT se apresenta em altas concentrações no san­

gue e no tecido tireoidiano de pacientes com Carcinoma medu­

lar da tireoide ( C M T Í
2 1 ' 2 5 ' 2 6 ' 2 8 ' 3 0 ' 5 2 ' 6 5 ' 6 6 )

 e isto tornou 

possível o estudo do tamanho molecular da CT imunorreatíva 

(iCT). Em condições patológicas o hormônio exibe um certo 

grau de heterogeneidade(1'7'21'32'40,43'47'53). As formas he-
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terogeneas parecem ser compostas de CT monomerica (CT-M) e há 

pelo menos 3 formas maiores de peso molecular entre 7.000 e 

12.000 daltons. Um componente maior, a forma "big",parece ser 

formada de agregados de CT-M que podem ser convertidos para a 

forma monomerica apôs redução e alquilação. Além das formas 

agregadas e polímeras, poderia-se ter também a CT ligada âs 

proteínas do plasma por ligações não-covalentes, pois algumas 

dessas proteínas têm demonstrado afinidade pela CT sintética, 

e outras formas provavelmente resultam da formação de pontes 

dissulfeto entre CT-M. 

Poucos estudos têm sido realizados sobre o tama­

nho molecular da iCT em indivíduos normais, uma vez que sua 

concentração no sangue é muito baixa. Ainda não está bem elu­

cidada qual forma de iCT se encontra aumentada em indivíduos 

normais após estímulo com cálcio. No homem a CT é secretada 

pelas células C na forma de preprocalcitonina, com um peso mo 

lecular de 14.500 daltons . Este pré-prohormônio se origina 

mediante mecanismo alternativo pós-transcripcional de forma­

ção de RNA mensageiro, que leva nas células C da tireóide ã 

Caleitonina e no hipotálamo ao CGRP (Caleitonin-gene related 

(58) 
peptide) .Um pequeno peptídeo da parte C-terminal da mole 

cuia do precursor é denominado de PDN-21 ' d e acordo com a 

terminologia de Tatemoto & Mutt (1981) . 0 PDN-21, também deno 

minado de Katacalcina, está presente no plasma em concentra­

ções equimolares com a CT. Esse peptídeo parece apresentar 

ação hipocalcêmica, mas não foi ainda confirmado. ' ' 

A preparação existente no mercado internacional 

e nacional para uso terapêutico não é a humana, mas sim a de 
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- (59) salmão , que se observou ser mais potente no homem do que 

a CT de outras espécies de mamíferos, por causa da resistên-

- (52) 
cia dessa proteína ã inativaçao quando em circulação 

A Calcitonina humana (hCT) pode ser obtida atra-

<- (52) 
vés de extração ou síntese. Estudos realizados com esta 

última preparação demonstraram que a seqüência íntegra ê ne-

(21) cessaria para a expressão da Atividade Biológica . Recente 

mente, a hCT foi também sintetizada em bactérias mediante têc 

nica de DNA-recombinante, tendo sido determinada a seqüência 

(36 3"M 

completa do seu gene do cromossomo de n9 07 . 

Trabalhos de Willians ' sugeriram a origem 

do CMT nas células C da tireõide, e por estudos destes tumo­

res em varias espécies observaram as mesmas características 

histológicas entre elas. O CMT foi identificado como uma entî  

dade clínico-patológica por Hazard et alii em 1959, re­

presentando cerca de 3 a 10% dos carcinomas tireoideanos. Ape 

sar dessa incidência relativamente baixa, despertou muito in­

teresse em áreas multidisciplinares (endocrinologia, oncolo-

gias, histopatologia, genética) devido a certas característi­

cas próprias: a) o CMT deriva das células C da tireõide, cuja 

origem é neuroectodermal, b) o CMT produz uma variedade de 

substâncias bioativas, dentre elas a CT e c) a maioria dos ca 

sos de CMT ocorrem esporadicamente, mas há uma forma familiar 

herdada de modo autossómico, podendo se apresentar associado a 

outras patologias e as lesões não-endócrinas ' ' ' . 

Portanto, como esse câncer pode-se apresentar na 

forma hereditária, ê necessária a realização de controles pe-
(23 51 28) ~ 

riõdicos ' ' em indivíduos de alto risco, que são os pa 
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rentes consangüíneos da pessoa em que a doença jâ se manifes­

tou. A determinação da concentração de CT no sangue mediante 

Radioimunoensaio (RIE) representa assim uma das poucas técni­

cas existentes que permitem o diagnóstico de um tipo de cân­

cer em estádio tão precoce que pode ser completamente curado 

(28) mediante cirurgia: a tireoidectomia 

(42) 
Melvin et alii detectaram a presença de car 

einomas minúsculos em onze indivíduos considerados clinicamen 

te normais, todos pertencentes a uma mesma família: indiví-

(28) 
duos de alto risco. Graze et alii acompanharam durante 

7 anos, mediante determinações semestrais, 107 indivíduos de 

alto risco, sendo que 33 deles, que seriam de outra forma con 

siderados clinicamente normais, apresentaram níveis anormais 

de CT. Todos esses 33 indivíduos foram tireoidectomizados e 

em exames microscópicos da tireoide, 32 apresentaram hiperpla 

sia das células C, sendo que 20 destes já demonstravam evidên 

cias de CMT. 

A aplicação desses controles periódicos levou a 

uma diminuição progressiva ca idade em que foram detectados 

níveis anormais de CT, com clara diminuição até completa eli­

minação no número de casos com metastases evidentes no momen 

to da cirurgia. £ importante salientar que a porcentagem de 

pacientes com a forma familiar do CMT tem aumentado, uma vez 

que em programas de rastreamento o encontro da variedade fa-

(23) miliar aumenta significativamente 

(14 6 4) Em 1968, alguns grupos ' demonstraram que 

os soros e extratos dos tumores de pacientes com CMT apresen­

tavam um elevado nível de CT. Através de extrações de CT de 
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tumores, houve a possibilidade de estudar a química, fisiolo-

gia e farmacologia de um hormônio cuja existência se desconhe 

cia até o inicio da década de 60. 

Inicialmente, as dosagens de CT de pacientes com 

CMT eram realizadas por bioensaios. Havia vários métodos des­

critos e todos avaliavam a habilidade do hormônio produzir h^ 

pocalcemia em ratos, através da administração, via-parentaral, 

de soluções-padrão e soluções-testes ' ' .0 sangue era 

então colhido após administração dessas soluções e após inter 

valos de tempo apropriados era efetuada a determinação da con 

centração de cálcio. Porém esses métodos careciam de sensibi­

lidade e de praticabilidade. Posteriormente, um outro método 

foi desenvolvido utilizando o mecanismo da inibição da reab-

•• (29) 

sorção óssea, estimulada pelo PTH . Essa técnica era rela­

tivamente laboriosa e custosa e logo foi substituída pelo mé­

todo de imunoensaio. 

Em 1959, reconhecendo a necessidade de se dispor 

de um método sensível e específico que possibilitasse a dosa-
- (6) 

gem dos hormônios peptídicos, Yalow e Berson introduziram 

os métodos radiometricos para determinar a reação Antígeno-An 

ticorpo (Ag-Ac). 

A aplicação e o desenvolvimento da técnica de Ra 

dioimunoensaio (RIE) revolucionou a Endocrinologia e poste­

riormente outras áreas como Virologia e Toxicologia tornando 

possível a mensuração de diversas substâncias, e o entendimen 

to de mecanismos fisiológicos e patológicos no campo de gas-

tro, hemato, nefro, onco e farmacologia. 
(6 27) 0 princípio do RIE ' ' baseia-se na reação com 
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petitiva entre o Ag marcado isotopicamente (Ag*) e não-marca-

do (Ag) para ocuparem os sítios de ligação de um ligante espe 

clfico, o Anticorpo (Ac), formando o complexo Ag-Ac. Nesta 

reação a quantidade de produto Ag*-Ac formado é inversamente 

proporcional ã quantidade adicional do Ag não-marcado. Assim, 

quanto maior a quantidade de Ag não-marcado no meio da rea­

ção, menor a quantidade de Ag marcado que se ligará ao Ac. A 

curva-Padrão é construída mantendo-se constante a quantidade 

de Ac e Ag* correspondente, por adição de Padrões de Ag não-

marcado em concentrações crescentes, o que ocasionará uma di­

minuição proporcional da ligação daquele marcado para forma­

ção do complexo Ag*-Ac. Dessa forma, pode-se determinar a 

quantidade de Ag de uma amostra desconhecida fazendo-se uso 

dessa Curva-Padrão. 

As técnicas de RIE exigem a produção de Anticor­

pos capazes de se ligarem especificamente ã substância que se 

deseja quantificar. Os primeiros antissoros antl-CT foram pro 

duzidos em cobaias e coelhos, com extrato de CMT ' ' .Ge 

ralmente uma pequena porcentagem dos animais imunizados, de­

pois de um período relativamente longo, produz um antissoro 

que possa ser usado em RIE, ou seja, um antissoro contendo an 

ticorpos de especificidade apropriada, com uma alta constante 

de afinidade e com um título suficiente para um razoável nume 

ro de ensaios. 

Com o advento do RIE para a CT porcina ' e 

sua aplicação em estudos fisiológicos, foram descritos subse­

qüentes ensaios para a CT humana ' ' , bovina, ovina e de 
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salmão. A aplicação desses RIE específicos trouxe-nos muitas 

informações sobre a secreção desses hormônios e o significa­

do fisiológico nas várias espécies estudadas. O método de RIE 

para hCT desenvolvido por Clarck (1969) não era suficien­

temente sensível para dosar CT no sangue de indivíduos nor­

mais. Em 1970, Tashjian desenvolve um RIE mais sensível 

capaz de dosar CT plasmática em indivíduos normais e portado­

res de CMT. Métodos mais sensíveis foram desenvolvidos poste­

riormente (7'16'21,25'29'31) e atualmente, com o uso de um RIE 

sensível e direito, a CT basal em indivíduos normais parece 

ser menor que 100 pg/ml. Contudo, mesmo com métodos sensí­

veis, muitos indivíduos normais tiveram seus níveis de CT sé-

rica não-detectáveis. 

Considerando que a CT desempenha uma função hor­

monal no homem, ela apresenta uma secreção em condições ba­

sais e sob estímulo. A secreção de CT é influenciada por uma 

variedade de substâncias como o cálcio, vários hormônios gas­

trointestinais e o álcool. Estudos sobre infusão de cálcio 

(gluconato de cálcio) foram muito usados para investigar a se 

creção de CT . Nesse contexto, testes provocativos envol­

vendo a administração de cálcio, Pentagastrina ou outro esti­

mulante da secreção de CT, podem ser usados para a investiga­

ção sobre a população de alto risco no caso de CMT, ou quan­

do o nível basal está com um valor que se aproxima da região 

crítica(17'21'26,28'45'52'65) . A resposta normal não excede 

200 pg/ml a um dos testes de estímulo, ou combinados, enquan­

to respostas maiores devem ser melhor avaliadas. Entretanto,o 

elevado nível ,sérico de CT por sí só não conduz ao diagnósti-
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co de CMT pois há uma variedade de condições (neoplãsicas e 

não-neoplãsicas) onde é possível encontrar a CT elevada, prin 

cipaimente em indivíduos com câncer de pulmão ou mama, metas-

tase óssea com hypercalcemia, insuficiência renal crônica,sin 

drome de Zollinger-Ellison, distúrbio ósseo e mineral etc.Por 

estas razões o diagnóstico do CMT é baseado em exames clíni­

cos, radiolõgicos e cintilogrãficos ' e é definitivamen­

te estabelecido pelo achado de alto teor de CT sérica e um au 

mento significativo após teste de estimulo. Isto se fez neces_ 

sãrio porque há evidências da secreção de CT extratireõide ' 

21,52,73) . . t 

pela analise de soro e urina de pacientes com tire-

oidectomia total. Verificaram-se concentrações de CT em mui­

tos Õrgãos como tiroo, pulmão, bexiga urinaria, trato-gastro-

intestinal e Sistema Nervoso Central. Isto explica porque a 

tireoidectomia total no homem não é acompanhada por altera­

ções significativas de calcemia. 

PROPÓSITO DO TRABALHO 

Como já foi mencionado anteriormente, a aplica­

ção do RIE de Calcitonina humana ã detecção de CMT representa 

uma das poucas técnicas de diagnóstico realmente precoce exis_ 

tentes até o presente momento. 

Trabalhos mais recentes(7'19'21'44'45'53'71) têm 

demonstrado um interesse cada vez maior na padronização de 

técnicas suficientemente sensíveis, precisas e especificas pa 
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ra esta finalidade. Dentro desse contexto se situa o propósi­

to do nosso trabalho: a padronização de uma técnica adequada 

para este tipo de determinação diagnostica mediante reagentes 

todos possivelmente produzidos em nosso laboratório. No Bra­

sil todos os "kits" para RIE de hCT são importados, apresen­

tando custos exorbitantes e dificuldade de obtenção,sendo que 

também não ha produção e comercialização dos principais rea­

gentes necessários para este tipo de ensaio: antígeno frio e 

radioiodado e antissoro especifico de alta afinidade. Além da 

125 
preparação do traçador ( I-hCT), do Padrão secundário (hCT-

CIBA) e do 19 AC de avidez suficiente, uma das metas princi­

pais do nosso trabalho foi a padronização de uma técnica de 

purificação do produto marcado capaz de permitir suficiente 

ligação específica ao anticorpo, importante fator para a ob­

tenção da precisão e da sensibilidade necessária. Devemos re£ 

saltar que esta sensibilidade no caso de RIE de CT é muito 

maior (da ordem de 10 a 50 pg/ml) daquela necessária para ou­

tros tipos de RIE, constituindo-se uma das maiores dificulda­

des da presente padronização. 

Na literatura referente a este tipo de ensaio,as 

125 técnicas de purificação de I-hCT mais comumente usadas sao: 

purificação em gel de filtraçâV ' ' * , em gel de troca-iõ 

nica(7'9/19) e mais recentemente em HPCL(38,44)(High Perfor­

mance liquid chromatography) e por cromatofocalização . Em 

nosso laboratório resolveu-se utilizar para este fim, a técnî  

ca de EGPA1 ' ' (Eletroforese em gel de Poliacrilamida) de­

vido especialmente ã sua altíssima capacidade de resolução, 

praticabilidade, flexibilidade e à existência já amplamente 

adquirida ' na utilização desta metodologia. 
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II. MATERIAIS E MÉTODOS 

1. MATERIAIS 

1.1. Equipamentos e materiais permanentes 

- Agitador Magnético Modelo 257 da FANEM, Brasil. 

- Agitador Mecânico do tipo "Vortex" marca Phoenix, mod. 

AT 56, Brasil. 

- Agitadora - Incubadora Dubncff GCA Co, USA. 

- Balança Semi-Analitica mod. P 1000N, com precisão de 

0,1 g, Mettler,Z urique, S ulça . 

- Balança analítica mod. H20T, com precisão de 0,01mg, 

Mettler, Zurique, Suiça. 

- Balança-Analitica, com precisão 0,001 mg, Mettler, Zuri­

que, Suiça. 

- Bomba peristaltica marca LKB, mod. 4912A, Estocolmo, Sue 

cia. 

- Bomba de vácuo mod. XX-6000000 Millipore. USA. 

- Coletor de frações automático marca LKB, mod. Ultrorac 

7000, Estocolmo, Suécia. 

- Centrífuga refrigerada automática, mod. Super Speed RC-2B, 

Sorvall,Conn, USA. 

- Coluna Cromatrogrãfica de vidro 1,5 x 15 cm, Pharmacia, 



14. 

Uppsala, Suécia. 

- Coluna Cromatogrãfica de vidro de 2,0 x 50 cm, construí­

da no IPEN-CNEN, São Paulo. 

- Cuba eletroforética em acrílico,Técnica Permatron, São 

Paulo. 

- Densitometro mod. Scan 400, Joyce Loebl, Londres, Ingla­

terra. 

- Espectrofotômetro PQM II Carl Zeiss, Alemanha. 

- Fonte de Alta Tensão, Técnica Permatron, Sáo Paulo. 

- Freezer com temperatura até -40°C,Metalfrio, S. Paulo. 

- Liofilizador mod. ML-L10-3 Metal-lux, São Paulo. 

- pHmetro mod. B371, Micronal, São Paulo. 

- Pipetas automáticas Oxford, CA, USA. 

- Pipetas automáticas reguláveis Eppendorf, Alemanha. 

- Repipetador automático (Dispenser) Eppendorf. 

- Registrador gráfico mod. 28000 Bryans, Londres, Inglater 

ra. 

- Sistema automático de detecção de radiação, com cintila-

dor de Nal(Tl) tipo poço, de 3 x 2 polegadas marca Nu­

clear Chicago, USA, que chamaremos de "contador-gama". 

- Tubos de ensaio com 12mm de diâmetro e 75 mm de compri­

mento, de polipropileno, Emtel, São Paulo. 

- Seringas descartáveis e agulhas "DB" de 1 e 5 ml para 

imunização e sangria, 

- Centrifuga de mesa Mod. H da International Equipment, 

Mass, EUA. 

- Homogeneizador "VIRTIS HOMOGENIZER 45", NY, EUA. 

- Suporte para tubos, em acrílico, construído no IPEN . 



15. 

- Tubos cilíndricos de vidro com 10 mm de diâmetro x 190 

mm de comprimento para moldagem dos géis de poliacrilanú 

da e de 4 x 110 mm para densitometria 

- Lâmpada fluorescente de 15W para polimerizaçao dos géis-

- Giletes e rêgua transparente para fragmentação dos géis. 

- Microcomputador modelo 1-7000 PCxtlI da Itautec , S.Paulo 

- Impressora Emilia PC, São Paulo. 

1.2. Reaaentes e Soluções 

1.2.1. Reagentes Empregados na Iodação, Purificação e 

ensaio 

125 

- I na forma de NaI em NaOH 0,1N, livre de carrega 

dor e redutor, adquirido da New England Nuclear-Du-

Pont, USA. A meia-vida física desse isótopo é de 60 

dias. 

- Calcitonina humana sintética (CIBA, Suiça) : solução 

de 0,5 wg/ml em HC1 0,0 IN ou Ácido Acético 0,0IN. 

- Calcitonina humana sintética (Bachem, USA): solução 

de 0,1 ug/ml em ácido acético, doada pelo Laborató­

rio Fleury, São Paulo. 

- Soro Albumina Bovina (SAB) "RIA-GRADE". cat. n9 A 

7888 - Sigma Chemicals Co. USA. 

- Cloramina T (Merck): 2,5 mg/ml em Tampão Fosfato 

0,05 M ph 7,4 . 

- Metabissulfito de sódio (Na2S205) da Merck: 5,0 mg/ 

ral em Tampão Fosfato 0,05M ph 7,4 . 
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- Tampão Borato 0,1 M ph 8,3-0,02 g% mertiolate, con­

tendo 0,4% de SAB "RIA GRADE" (Tampão de ensaio) 

- Mertiolate (Timerosal) da Eli Lilly do Brasil, São 

Paulo 

- Solução de NaCl 0,1 M 

- Tampão Fosfato 0,05 M (diluição 1:10 da solução-es-

toque) contendo 0,1% de SAB "RIA GRADE" (Tampão da 

coluna) 

- Solução de azul-dextrano (1 mg/ml) em Tampão da co­

luna 

- Solução de Kl (2 mg/ml) em Tampão da coluna 

- Ácido Tricloroacético a 20% 

- Gel de Sephadex G-25 Fino e G-50 Médio da Pharmacia 

Fine Chemicals AB, Uppsala, Suécia 

- Norit A - Carbon, Decolorizing, J.T. Baker Chemical 

Co 

- Dextran-T250 - Pharmacia Fine Chemicals, AB, Uppsala, 

Suécia 

1.2.2 - Reagentes Empregados na Produção de Antissoro 

- Calcitonina humana sintética. A mesma solução prepa 

rada para a marcação. 

- Adjuvante Completo de Freund. Difco Laboratórios De 

troit, USA. 

- Adjuvante Incompleto de Freund: 15% de Arlacel A 

(Sigma) com 85% de Nujol (Schering S.A.). 

- Tampão fosfato-salina (PBS) : fosfato 0,01 M ph 7,4, 

salina 0,15 M, para diluição de antissoro. 
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1.2.3. Reagentes Empregados na Eletroforese em gel de 

poliacrilamida 7% (EGPA 7%) 

- Acrilamida - Bio Rad 

- N,N - metileno bis acrilamida (BIS) - Bio Rad, S.Paulo 

- N,N,N',N' - tetrametilenodiamina (TEMED) Bio Rad 

- Riboflavina - Roche 

- Sacarose - J.T. Baker 

- Tris Hidroximetilamino metano (Tris básico) MERCK, s.P. 

- Azul de Bromo fenol - MERCK, s. Paulo 

- Glicina - Sigma 

- Solução-estoque do Tampão Tris-Glicina 0,4 M ph 8,3 

Tris básico - 6,8 g 

Glicina - 28,8 g 

H_0 dest, quantidade suficiente para (q.s.p) 1 li­

tro 

- Solução Tampão de uso; diluir 1:10 da solução-esto 

que 

- Solução A ph 8,9 

Tris básico - 36,6 g 

TEMED - 0,23 ml 

HC1 IN 48 ml 

H,0 dest. qsp 100 ml 
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Solução C 

Acrilamida 28,0 g 

BIS 0,735 g 

H20 d e s t . qsp 100 ml 

Solução E 

Riblofavina 0,04 g 

H20 dest. qsp 100 ml 

Solução F 

Sacarose 40 g 

HjO dest. qsp 100 ml 

Solução de Azul de Bromo Fenol (ABF) 

Azul de Bromo Fenol - 0,1 g 

H_0 dest. qsp 100 ml 

Solução para pollmerização a 7% 

Solução A - 1 ml 

C - 2 ml 

E - 1 ml 

H20 destilada 4 ml 

Tampão Borato 0,1 M ph 8,3 0,4% BSA 0,02% Merck 

(Tampão de ensaio e de eluição do gel) 
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1.2.4. Material Biológico 

- Caleitonina humana-(hCT) sintética gentilmente doa­

da pelos Drs. Scheibli e Andreatta (CIBA-GEIGY, Ba­

sel, Suíça), empregada para radioiodação, produção 

de Antissoro e preparação das soluções de referên­

cia (Padrão). 

- Antissoros 

. Antissoro anti-hCT produzido em cobaia, no Bioté-

rio do IPEN. Estocado na diluição 1:10 em PBS con 

tendo 1% de soro de cobaia normal, a - 20 C. Uti­

lizado na dil. final de 1:4000 a 1:6000 em nosses 

ensaios. 

. Antissoro anti-hCT produzido em coelho, gentilmen 

te cedido pela Dra. E. Bucht, do Instituto Karo-

linska, Suécia. Estocado na diluição 1:600 em vo­

lumes de 500 ul, a -20°C. Utilizado na diluição 

final de 1:8000 em nossos ensaios. 

. Antissoro anti-hCT produzido em coelho, gentilmen 

te cedido pelo Dr. Ewaldo M.K. Russo do Lab. Fleu 

ry, São Paulo. 

. Soro de Coelho Normal ou "não-imunizado". 

. Soro de Cobaia Normal ou "não-imunizado". 

. Antigama Globulina de coelho (29 Anticorpo) produ 

zido em cabra, fornecido pela Radioassay. Utiliza 

do na diluição 1:5, em PBS 

. Antigama globulina de coelho (29 Ac) produzido em 
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cabra, da Pharmacia Fine Chemicals. 

1.3. Animais utilizados na produção de antissoro 

- Coelhos machos albinos da raça Nova Zelândia, com 4 me­

ses de idade 

- Cobaias (Cavia porcellus) machos, com 6 meses de idade 

2. MÉTODOS 

125 
2.1. Marcação da hCT sintética com I 

- - 125 

Para a obtenção do hormônio marcado coro I,uti^ 

lizamos dois métodos, empregando a Cloramina T como agente 

oxidante: 
(34 35) 

a) Método Clássico de Hunter & Greenwood ' 
(4 

b) Método de Roth mod, ou mét. estequiorcetricô ' 

Ambos os métodos utilizam a Cloramina T como 

agente oxidante. 0 método da Cloramina T foi introduzido em 

1963 por Hunter & Greenwood e até hoje é amplamente empregado. 

A Cloramina T é o sal sódico de N monocloro de­

rivado da p-tolueno sulfonamida, em agente oxidante, que em 

solução aquosa forma o ácido hipocloroso, que é o promotor da 

oxidação do iodeto(34) (Fig. 2). 
(41) 

A reação do Iodo com componentes aromaticos, 
como é o caso da Tirosina (Tyr) é uma reação de substituição 
envolvendo o ataque eletrolltico no anel aromatico do amino-
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ác ido . A hCT apresenta apenas um resíduo de Tyr em sua ca­

d e i a . 

CH3 tf \ - S02-N-C1 Na + H20 —• NaClO + CH3 fi~\ ~ SC^NHj 

Cloramina T 

NaClO + H20 — HCIO + NaOH 

CIO* + 21" + 2H+ — C l " + I2 + H20 

Iodo ativo 

HI 

R R 

Resíduo de Tyr Tyr iodada 

Figura 2. Reação de iodaçao do anel tiroslnico, promovida pe­

la Cloramina T 

0 pH ótimo para a reação fica em torno de 7,5; 

acima de 8,5 a iodaçao pode levar ã oxidação em outros grupos 

diferentes de Tyr, como por exemplo, a histidina. 

Por esses métodos, quantidades muito pequenas de 

hCT ( 1 - 5 pg) podem ser iodadas com alta atividade especifi­

ca. 

2.1.1. Iodaçao pelo Método Clássico 

As marcações devem ser realizadas obrigatoriamen 
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te em capela devido ã volatilidade do I-. 

A reação é efetuada em tubo de ensaio (12x75mm) 

de fundo cônico, utilizando-se pipetas Oxford, Eppendorf e 

descartáveis "Clay Adams", sob agitação moderada e continua 

com o auxilio de um pequeno fragmento de aço inoxidável ("mi-

croimã). Este é mantido no tubo de marcação, em rotação por 

agitação magnética. Os reagentes foram adicionados na seguin­

te ordem e quantidades, sendo que a quantidade de Iodo variou 

de acordo com a Atividade Específica de cada partida. (Fig. 3) 

2.2.2. Iodação pelo Método Estequiométricô, modificado 

Visando minimizar os possíveis efeitos deleté­

rios do Cloramina T e Metabissulfito usados em altas concen­

trações pelo Método Convencional, sobre a proteína a ser mar­

cada e almejando incorporar de 0,2 a 1,0 átomo de iodo por mo 

lécula, podemos optar por um método mais suave: o método este 

quiométrico descrito por Roth , com algumas modificações 

(4) 

introduzidas em nosso laboratório . Por este método, a Clo­

ramina T é adicionada em quantidades limitantes, adicionando-

-se pequenas quantidades por vez, sendo o grau de iodação me­

dido pela precipitação com TCA a 20%. Após cada adição de Cio 

ramina T, a próxima adição, se necessária, é baseada nessa 

mensuração. 

Para cessar a reação, em geral, é suficiente di­

luir a solução de marcação com Tampão contendo 0,1% de SAB, 

que funciona como redutor mais suave que o metabissulfito. 
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Nesta técnica utilizamos apenas 1 yg de hCT para 

ser radioiodada e durante a técnica realizamos dois testes: 

125 a) teste de "Incorporação de inespeclficos com I" ou "Tu-

125 

bos Controles", e b) "teste de Incorporação do i ao hormô­

nio", nos quais são utilizados tubos contendo 200yl de Tampão 

Fosfato 0,05 M ph 7,4 contendo 0,1% SAB e 20 ul de Kl (1 mg/ 

ml) e com o auxílio dos microcapilares "Clay Adams" com as 

pontas em forma de bulbo, microquantidades da mistura de rea­

ção são retiradas para a execução desses testes por precipita 

ção com TCA 20%. 

O esquema da iodação por este método está demonŝ  

trado na Figura 4. 



1) 40 v1 de Tampão Fofato 
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2.2. Purificação da Caleitonina radioiodada( I-hCT) e 

análise da mistura da reação 

125 2.2.1. Purificação da Caleitonina radioiodada( I-hCT) 

em coluna de Sephadex 

A hCT radioiodada foi purificada por Cromatrogra 

fia de filtraçao em gel de Sephadex G-25 Fino (esferas de dia 

metros de 20 - 80 pm) por analogia com as características do 

Bio-gel P-10 utilizado por alguns autores ' para esse 

fim. 

No preparo da coluna, 5 g de pó seco foi previa­

mente entumescido com Tampão 0,05 M ph 7,4 por 24 horas. Fo­

ram feitas 10 trocas de Tampão decantando ou aspirando o sobre 

nadante com a ajuda de uma bomba d'água e o ar presente no 

gel foi eliminado empregando-se uma bomba de vácuo. 

A seguir montou-se uma coluna de vidro de 1,5 x 

30 cm (Pharmacia) com 3 vezes o seu volume de Tampão Fosfato 

0,05 M ph 7,4 0,1% SAB (Tampão da coluna). O volume (V) da 

2 -

coluna foi calculado utilizando a formula V = irr xh onde r e 

o raio da coluna e h a altura do gel na coluna. A coluna foi 

adaptada num coletor de frações automático LKB refrigerado pa 

ra evitar desnaturação da molécula protéica pela temperatura, 

com fluxo de 4 ml/hora ou 0,33 ml/tubo. 

Após aplicação da mistura de marcação, a eluição 

foi feita com Tampão da coluna e as frações foram colhidas 

com o auxilio de uma bomba peristãltica. Foram coletadas 80 

frações e de cada uma delas aliquotaram-se 20 ul para análise 
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no contador-gama, com a finalidade de traçar o perfil radio-

cromatogrãfico e assim determinar o pico correspondente à Cal 

citonina marcada. 

As frações correspondentes ao pico do hormônio 

marcado foram reunidas ("pool"), aliquotadas em volumes de 

1 ml e armazenadas liofilizadas, em dessecador a -35 C ou sim 

plesmente congeladas a -35 C 

Posteriormente, optou-se pela realização da purî  

ficaçãc do marcado em uma coluna maior, de 2,0 x 47 cm, com 

gel de filtração Sephadex G-50 M (esferas com diâmetros de 50 

- 150 ym). 

No preparo dessa coluna utilizou-se 16 g de pó 

seco, lavando-se 10 vezes com H O destilada e deixou-se por 3 

horas a t.a. para melhor entumescimento. A seguir ferveu-se 

por 1 hora em banhomaria, seguindo basicamente os procedimen­

tos descrito pelo manual da Pharmacia. 

A coluna foi montada com o gel a 60 c aproximada 

mente e apôs esfriamento o fluxo livre foi medido e com a aju 

da de uma bomba peristáltica o fluxo foi mantido a 12 ml/h, a 

4 C. a eluiçâo foi feita com tampão de coluna e alíquotas de 

20 yl foram analisadas num contador-gama. Analogamente ao pro 

cedimento anterior, as frações correspondentes ao pico de ca_l 

citonina marcada foram misturadas e estocadas. 

0 fluxo livre da coluna montada com o gel G-50 M 

variou de 1,6 a 2,0 ml/min sendo remontada quando o intervalo 

de tempo entre as marcações era grande, ou caso contrário, Ia 

vando-se simplesmente o gel mediante duas ou três vezes o vo­

lume da coluna de Tampão Fosfato 0,05 M ph 7,4 isento de SAB 
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e azida. 

2.2.2. Cálculo da Recuperação 

De cada fração coletada retiramos uma alíquota de 

20 yl e analisamos em um contador-gama, juntamente com as pon 

teiras utilizadas na marcação, o tubo cônico vazio e 20 yl de 

cada tubo (1, 2 e 3) do "teste de recuperação". 

A porcentagem de Recuperação (R) é dada por 

R = - x 100 

de onde A = atividade total aplicada na coluna 

T = atividade total recuperada nas frações. 

Calcula-se A usando a seguinte fórmula: 

A = f(S x ±°2°) x 2 x (2=2«) - x] 
L S a V J 

onde: 

S = valor médio (cpm) das alíquotas de 20 yl dos tubos 

1, 2 e 3. 

V = volorne da mistura de reação 

1000 = volume em yl dos tubos 1, 2 e 3 

a = volume retirado da mistura de reação (geralmente 20 

yl) para preparar os tubos 1,2 e 3 

b = volume retirado de cada tubo (1, 2 e 3) analisado no 

contador-gama, geralmente 20 yl 

X = soma da radioatividade (em cpm) perdidas nas pontei­

ras e tubo cônico utilizados durante a marcação. 
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Calcula-se T pela fórmula 

n 
T = I f x Y. 

i=l J 

onde: 

Y = radioatividade (em cpm) presente em 20 yl de cada 

fração de eluato da coluna descontado o BG 

n = número de frações 

f = fator de diluição, dado pela relação volume da fra 

ção sobre volume da alíquota. 

2.2.3. Cálculo do Rendimento da marcação 

A mistura de reação apresenta vários componentes 

que são repartidos no Sephadex, entre o volume de exclusão mo 

lecular e o Volume interno das esferas, apresentando assim dî  

ferentes coeficientes de distribuição (Kd), que são inversa­

mente proporcionais ao tamanho molecular e em segunda aproxi-

(2) maçao ao peso molecular 

Tendo o perfil radiocromatográfico (Fig. 5) foi 

levada em consideração para os cálculos do Rendimento da mar­

cação a radioatividade total de cada componente, ou seja, a 

área correspondente a cada pico. 

A porcentagem do rendimento de marcação (%H*> ê 

dada por: 

%H* - - x 100 
S • H •»• I 
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onde: 

S = radioatividade (cpm) correspondente ao pico da SAB, 

T125 que carrega I 

H = radioatividade (cpm) correspondente ao pico da Calc:L 

tonina marcada 

I = radioatividade (cpm) correspondente ao pico do Iodo 

livre. 
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Fiqura 5. Radiocranatogrania da purificação da 125I-hCT em Sephadex 

G-50M, apresentando 3 picos distintos: 125I-SRB (S) ; 
l25I-hCT (H) e 1 2 5I livre (I), e os respectivos rendi 

nentos 
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2.2.4. Cálculo de atividade especifica do marcado 

0 valor da Atividade Específica (A.E.) da Calci-

125 tonina marcada com I e calculada segundo a formula abaixo, 

expressada em uCi/pg: 

A.E. = A X %H* yCi/yg 
m x 100 

125 

onde A = atividade total do I empregada na reação de mar­

cação, em viCi 

%H* = porcentagem referente ao pico de Calcitonina marca­

da 

m = massa em pg do hormônio utilizado na marcação, pre­

sente no pico H 

2.2.5. Cálculo do coeficiente de distribuição (Kd) 

0 cálculo do Coeficiente de distribuição (Kd) é 

dado pela equação: 

Kd = -5 S 
T O 

onde, V_, = volume de eluição do pico em exame 
Cã 

V = volume de exclusão molecular (void volume) 
o 

V = volume total da fase liquida da coluna, medido pe-

125 Io volume de eluiçao do pico de i 
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2.3. Repurificaçao da Calcitonina radioiodada por Eletrofo-

rese em gel de poliacrilamida (EGPA) 

0 hormônio marcado foi utilizado para ensaios so 

mente após sua repurificaçao eletroforêtica em gel de poliacri 

lamida 7%, em tubo cilíndrico ("rod gel") de 1 cm de diâmetro 

por 19 cm de comprimento, para obtenção de um marcado de maior 

pureza e portanto, de maior imunorreatividade. 

Utilizou-se o método descrito por Davis modi­

ficado segundo Bartolini et allii no que se refere ao uso 

da riboflavina ao invés de persulfato de amônia no preparo da 

solução E. 

2.3.1. Polimerização do gel 

Vedaram-se as extremidades inferior de dois tu­

bos (duplicata) com uma membrana adesiva tipo "Parafilm". 

A solução de polimerização (gel a 7%) previamen­

te preparada foi transferida cuidadosamente com pipeta Pas­

teur para os cilindros até altura uniforme de 16 cm. Para as­

segurar uma superfície perfeitamente horizontal no gel e per­

mitir bandas regulares de separação, cerca de 100 \il de água 

destilada foram colocados sobre a superfície da solução afim 

de evitar formação de menisco na extremidade superior, (nde a 

amostra de Calcitonina marcada foi aplicada posteriormente. 

A polimerização do gel foi levada a efeito dei­

xando os cilindros num suporte de acrílico, em posição rigoro 
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samente vertical, a circa de 7 cm da lâmpada fluorescente, du 

rante 45 minutos a 4 c. 

2.3.2. Aplicação da Amostra e Eletroforese 

Realizada a polimerização, retirou-se a água da 

superfície do gel com a ajuda de um papel absorvente. 

Uma alíquota do marcado liofilizado ê ressuspen-

dida com H.0 destilada antes do uso e ê aplicado um volume de 

0,5 a 1 ml da solução. O volume aplicado deve ser igual nos 

dois tubos, senão, igualar com tampão da coluna. Adicionar 

cerca de 200 yl da solução F (sacarose a 40%) e 20 yl da solu 

ção de Azul de Bromo Fenol a 0,1%, homogeneizando por inver­

sões repetidas do tubo de vidro. Essa solução F é utilizada pa 

ra aumentar a densidade da solução contendo a amostra, evitan 

do sua mistura com o tampão Tris-glicina no inicio da corrida 

eletroforética. 

Os tubos agora preparados são montados vertical­

mente na cuba eletroforética e com o auxilio de uma pipeta 

Pasteur, completa-se o volume de cada tubo com o tampão Tris 

-Glicina (tampão de corrida). Em seguida enchem-se os dois re 

servatórios da cuba com cerca de 600 ml de tampão de corrida, 

previamente diluído e mantido a 4°C antes do uso. 

A eletroforese é efetuada em geladeira, com cor­

rente anõdica constante de 5mA/tubo e a voltagem deve permane 

cer por volta de 200-300V, não devendo ultrapassar esse limi­

te, para não interferir na estabilidade da amostra. 
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O tempo de corrida ê determinado pela migração 

da banda visível do corante-traçador (azul de bromofenol) até 

cerca de 5 cm da extremidade inferior do gel, geralmente cer­

ca de 6 horas. 

2.3.3. Extração, eluição e análise do gel 

Terminada a corrida, o gel ê extraído do tubo 

com auxílio de uma seringa de plástico com agulha de aço ino­

xidável, injetando continuamente água destilada ao mesmo tem­

po que a agulha é rodada dentro do tubo de maneira a despren­

der toda a superfície do gel. Após extração, o gel é secciona 

do em segmentos de 0,5 cm com a ajuda de uma lâmina e uma ré-

gua transparente, devendo-se tomar o cuidado de cortar ao meio 

a banda do corante-traçador. Essa padronização é importante 

para comparar e analisar resultados pela taxa de migração re­

lativa (Rm) que é calculada para cada componente da amostra. 

Cada segmento é colocado em cerca de 2 ml de Tam 

pão Borato 0,1 M pH 8,3 contendo 0,4% BSA (Tampa) de ensaio) 

para eluição durante uma noite ("overnight") a 4 C sob agita­

ção constante num agitador mecânico. 

Após eluição cada fração do gel é analisada em 

um contador-gama determinando-se o perfil eletroforético. 

(Fig. 6) 

O eluato das frações de interesse (pico A) é en­

tão diluído em tampão de ensaio, a uma contagem de 5.000 a 

10.000 cpm/100 pi para utilização nos ensaios. 
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Figura 6. Perfil eletroforético da Calcitonina radioiodada (l25I-hCT), 

obtido da eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) 7% , 

apresentando 5 picos (A, 3, C, D e E) além do pico de 125I lî  

vre 
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2.4. Eletroforese e Densitometria da Calcitonina não-marca-

da (fria) 

2.4.1. Eletroforese de amostras de Calcitonina 

Nesse tipo de eletroforese a amostra a ser apli­

cada é uma solução do hormônio frio, preparada com uma deter­

minada quantidade de Calcitonina dissolvida em 200 yl de HCl 

0,01 N, volume este aplicado no gel. 

A corrida eletroforética do hormônio frio deve 

ser sempre acompanhada por dois géis usados como Controles : 

a) um "branco" que contém todos os elementos da amostra, ex­

cluindo a proteína, preparado ao mesmo tempo que as amos­

tras protéicas 

b) um Gel de "referência" onde corremos 100 yg de SAB de uma 

solução de 1 mg/ml. A SAB quando analisada em EGPA apresen 

ta 3 bandas distintas correspondentes ãs formas mcnomêri-

ca, dimêrica e trimirica. Como referência qualitativa para 

a corrida eletroforética, adotou-se a banda monomérica (SAB-

M), indicadora das condições eletroforéticas, assim peque­

nas alterações das soluçõe? empregadas podem modificar sig_ 

nificativamente a mobilidade eletroforética ou a resolução 

das bandas protéicas. 

Por ser uma técnica analítica semi-quantitativa, 

o tubo cilíndrico utilizado é menor (0,4 cm de diâmetro x 11 

cm de comprimento) e o volume da amostra a ser aplicada não 

deve exceder 200 yl, igualando-se sempre o volume final nos 

três tubos. A cada amostra são adicionadas cerca de 50 yl da 
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solução F (sacarose a 40%) contendo corante-traçador azul de 

brorno fenol (ABF). 

A corrida eletroforética se efetua em corrente 

anôdica de 2 mA/gel, 200 V, a 4 c, interrompida quando o co­

rante- traçador se encontra a cerca de 1 cm da extremidade in­

ferior do tubo. 

Os géis são removidos segundo os procedimentos 

já descrito para o "gel quente", colocados em tubos de en­

saios de 14 x 12 cm contendo água destilada e mantidos em po­

sição horizontal para leitura densitomitrica dentro dos pri­

meiros cinco minutos. Deve-se tomar o máximo de cuidado para 

não arranhar os géis durante a extração afim de evitar o apa­

recimento de artefatos na leitura em feixe de luz ultraviole­

ta (UV) com intervalo de 220 a 310 nm. 

2.4.2. Leitura Densitométrica 

Apôs extração e lavagem,para eliminar ao máximo 

possível as substâncias interferentes, os géis foram submeti­

dos a uma leitura direta em densitometro, na região UV (feixe 

de luz no intervalo 220-310 nm) com a velocidade do papel do 

registrador estabelecida em 1 mm/s e 2,5 mV de amplificação , 

sendo a velocidade do gel frente ao feixe de luz de 25 mm/min. 

Obteve-se o perfil de absorvância em relação ao comprimento 

do gel a partir do qual calculamos os valores de migração re­

lativa (análise qualitativa) e a área (análise quantitativa), 

com o auxílio de uma régua transparente com divisões de 1 mm. 
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O "branco" por sua vez definiu a linha base do 

perfil de absorvância obtido, constituindo-se um dos contro­

les mais importantes da qualidade de polimerização e da pre­

sença de artefactos indesejáveis. 

2.4.2.1. Cálculo da Migração Relativa (Rm) 

A partir do eletroforetograma de absorvância em 

relação ao comprimento do gel, obtido pela leitura densitcmé-

trica direta, calculou-se o Rm da proteína de Referência e da 

Calcitonina, adotando como ponto médio das bandas proteicas o 

ponto máximo dos picos no perfil de absorvância. 

O cálculo da migração das bandas proteicas em re 

lação ã frente eletroforitica, ou Rm, é dada pela equação: 

A Rm = — 
B 

onde B = distância de migração do corante-traçador ABF. 

A = distância de migração de cada banda protéica. 

2.4.2.2. Cálculo da Area dos picos 

Calculou-se a área dos picos protéicos sob a cur 

2 

va densitometrica, expressa em mm , manualmente, definindo-

-se uma linha base e aproximando o pico total a um ou mais 

triângulos. 

0 valor da área dos triângulos foi obtido segun­

do a fórmula convencional: 



40. 

A r e a = b a s e x a l t u r a 

A precisão e exatidão desta técnica já foi testa 

da no laboratório da TBM com outras proteínas. 

2.4.3. Cálculo do Coeficiente de Extinção (E) da Cal­

ei toni na 

A Caleitonina foi analisada quanto ã sua absor-

vância por densitometria e espectrometria na região do U.V. 

Utilizamos como Padrão uma solução de Soroalbunú 

na bovina grau-RIA a 0,2 mg/ml em água destilada ph 7,0 .A 

solução de Calcitonina preparada foi de 0,09 mg/ml em HCl 

0,01 N num volume mínimo de 2 ml, que permite sua leitura em 

cubetas de quartzo nos dois aparelhos. 

NO espectrofotômetro foi lido nos comprimentos 

de onda de 230, 260 e 280 nm e no densitometro na única faixa 

possível que abrange uma banda U.V. policromática de 220 a 

310 nm. 

A partir de cada leitura obtida nos diferentes 

comprimento de onda (A), calculou-se o respectivo Coeficiente 

- 0 1% de extinção (E ' ) relativo a uma solução de lmg/ml (0,1%) 
A $ XCIu 

ao caminho óptico de lem, no comprimento de onda respectivo. 

2.5. Produção de Antissoro em animais de laboratório 

2.5.1. Preparação do Antissoro anti-hCT 
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Em nosso laboratório os antissoros anti-hCT fo­

ram obtidos em cobaias e coelhos, utilizando-se a técnica de 

imunização baseada em múltiplas injeções intradêrmicas dor­

sais ' . Existem outras técnicas mais complexas como a 

— •» (59) 

inoculaçao do antigeno nos linfonodos , mas essas técnicas 

envolvendo cirurgia aumenta o risco de vida dos animais pois 

exigem uma certa prática cirúrgica e condições especiais para 

a acomodação e tratamento dos mesmos. 

Os animais tiveram seu dorso cuidadosamente ras­

pado e após 24 horas inoculou-se cerca de 1 ml de uma emu1são 

preparada com Adjuvante de Freund Completo (A.F.C.) e Caleito 

nina dissolvida em HC1 0,01 N, na proporção 1:2. Cada animal 

recebeu 100 yg de Calcitonina distribuída aproximadamente em 

30 "botões" intradérmicos como mostra a Figura 7. 

A cada período de 20-30 dias era administrada 

uma dose-reforço de 50 ug de hCT/animal, na região interna 

das pernas traseiras (região rica em gânglios linf á ticos )subs_ 

tituindo a partir dessa 1- dose-reforço o Adjuvante de Freund 

Completo pelo Adjuvante Incompleto, que não contém bacilos da 

tuberculose mortos. 0 mecanismo pelo qual atua o A.F.C. é tri_ 

plice: a) ação de depósito, retardando a absorção do Antigeno, 

b) formação local de um granuloma rico em células imu-

nocompetentes, 

c) ação à distância nos órgãos formadores de anticor­

pos, que são os linfonodos e o baço. Portanto, cs adjuvantes 

têm a capacidade de aumentar a imunogenicidade ou seja, a ca 

pacidade de gerar anticorpos. 

As sangrias foram realizadas após 8-10 dias de 
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cada dose-reforço retirando-se no máximo 10 ml de sangue das 

coelhos pela veia marginal da orelha a 5 ml de sangue dos co 

baias por punção cardíaca. 

O sangue coletado foi mantido por algumas horas 

em geladeira até retração do coágulo e a seguir o soro foi 

separado por centri fug ação, diluído a 1:10 em Tampão PBS con­

tendo 1% de Soro Normal do animal e estocado a -20 C. 

Figura 7 - Coelho tricôtomizado na região da nuca e dorso, 

apresentando reação inflamatória positiva nos 

locais das injeções ("botões") intradérmicas. 
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2.5.2. Análise do titulo dos Antissoros 

As técnicas de dose-reforço e sangria foram rea­

lizadas durante vários meses até que a análise do titulo dos 

antissoros fornecesse valores adequados para uso em RIE. 

O titulo dos antissoros foi determinado mediante 

incubação da Calcitonina marcada repurifiçada em EGPA (pico 

A) com o antissoro em várias diluições, durante 3 dias a 4 c, 

procedendo a separação das frações livre e ligada do hormô­

nio, pelo método de adsorção com carvão (vide item 2.6.1). 

As porcentagens de ligação especifica(%B) obti­

das para cada diluição foi colocada num gráfico com relaçãc a 

diluição do antissoro (Fig. 8) a cada sangria, para verificar 

se houve um incremento significativo no titulo. 

O titulo útil por nós escolhido foi aquela diloi 

ção (maior que 1:2000) que permite uma ligação especifica ade 

quada com o marcado repurifiçado. 
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Figura 8. C u r v a - d e - t l t u l o de um Antissoro-IPEN, u t i l i z a n d o 
125 

I-hCT repurificada em EGPA (pico A) num ensaio 

de 3 dias de incubaçao a 4 C e separação realiza­

da pela técnica do duplo Anticorpo. 
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2.6. Seleção das condições ótimas para o ensaio 

2.6.1. Padronização da Técnica de separação das fra-

125 çoes de -hCT livre e ligada 

125 Para a separação das frações de I-hCT livre e 

ligada foram analisadas as técnicas de adsorção com carvão-

dextrano(18,52,48), do duplo anticorpo com(21,22) e sem(7) adi 

ção de polietilenoglicol (PEG). 

A técnica de separação com carvão-dextrano foi 

realizada segundo Tashjian onde se utiliza 2 mg de carvão 

/tubo. Nesta técnica a fração livre fica adsorvida ao carvão 

e a fração ligada se encontra no sobrenadante. A separação do 

sobrenadante do sedimento é feita com o auxilio de uma pipeta 

Pasteur (Fig. 9). Com o objetivo de avaliar qual o melhor mé­

todo (praticabilidade), que forneça bons valores de N.SB e B 

além de utilizar uma quantidade de 29 Ac capaz de tornar com­

pleta a separação da fração livre e ligada ao 19 AC, testamos 

dois métodos de separação descritos na literatura, utilizando 

29 Ac da Radioassay diluído 1:5 em tampão fosfo-salina (PBS), 

alterando o mínimo possível o protocolo de incubação para po­

dermos comparar exclusivamente os dois métodos de separação. 

(7) 0 primeiro método utiliza 29 Ac mais soro de coelho normal, 

(21 22) 
diluído 1:500 e o segundo método ' utiliza 29 Ac associa 

do com PEG 7% seguido de lavagem com PEG 20% (Fig. 10). 

O tampão de incubação utilizado para ambos foi 

o tampão borato 0,1 M ph 8,4 contendo 0,02% de mertiolate e 

0,4% BSA-RIA GRADE; o 19 Ac, produzido em coelho, foi utiliza 
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do na diluição final 1:5000 adicionando o hormônio marcado lio 

filizado, ressuspendido antes do uso. 

Os protocolos de incubação e separação para cada 

método, que chamaremos de método I, II e III, estão esquemati 

zados na Figs. 9 e 10. 

0,1 ml de Amostra (Padrão ou Soro desconhecido) 

0,2 ml de 19 Anticorpo (19 Ac) 

0,1 ml de 125I-hCT 

24 h a 4°C 

separação (Método I) 

f 1 ml de suspensão de carvão-dextrano 

30 min. a temperatura ambiente 

centrifugar a 3000 rpm durante 30 min, a 4 C 

separar o sobrenadante do sedimento 

„ contar no contador-gama ambas as frações 

Figura 9 - Esquema de separação das frações do hormônio livre 

e ligado ao Anticorpo utilizando o método de adsor 

ção com carvão-dextrano 



47. 

0,1 ml de Amostra (Padrão ou Soro Desconhecido) 

0,2 ml de 19 Anticorpo 

2 - 3 dias de pré incubação a 4 c 

0,1 ml de 125I-hCT 

-> - 3 dias de incubação a 4 C 

SEPARAÇÃO 

(MÉTODO H ) (MÉTODO 3H) 

- 29 Ac nas várias diluições 

+ Soro normal 1:500 

- 20 hs a 4°C 

- 2 ml de NaCl 0,1 M 

- 4000 rpm durante 20 min 

- decantar o sobrenadante 

- contar o precipitado 

29 Ac nas várias diluições + 

PEG 7% 

30 a 60 min a temperatura am 

biente 

5.500 rpm durante 15 min 

decantar o sobrenadante 

3 ml de PEG 20% 

5.500 rpm durante 15 min 

decantar o sobrenadante 

contar o precipitado 

Figura 10 - Esquema da separação das frações do hormônio li­

vre e ligado ao Ac utilizando o método do duplo 

anticorpo,com e sem Polietilenoglicol (PEG) 
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2.6.2. Escolha do tempo e da temperatura de incubação 

0 tempo de incubação foi escolhido com base nos 

valores das ligações especificas (% B) da Caleitonina marcada 

com o 19 Ac. para períodos de 1 e 3 dias. 

Adotamos para c RIE a técnica da adição atrasada 

do marcado, ou seja, incubação do marcado precedida por 2 - 3 

dias de incubação entre a hCT-fria presente nos padrões e so­

ros desconhecidos com o Antissoro na diluição adequada (pré-

incubação), a fins de conseguir a sensibilidade máxima pos­

sível, compatível com a avidez do antissoro(9'19,21'25'29'40' 

62) 
* 

Os ensaios foram incubados a 4 C, apesar de ser 

menor a velocidade da reação Ag-Ac a esta temperatura do que 

em temperaturas mais elevadas. Essa temperatura baixa se faz 

necessária para evitar possível degradação dos reagentes, vis_ 

to o período longo de incubação. 

2.6.3. Teste da imunorreatlvidade da Caleitonina marca­

da purificada e repurifiçada 

Após cada iodação é necessário testar a imunor­

reatlvidade do produto obtido, ou seja, testar a capacidade 

ligante da Calcitonina marcada incubando-a durante 24 hs a 

4°C antes de ser usada nos ensaios. Para isso foram incubados 

controles de Calcitonina marcada sem Ac e amostras com exces­

so se Ac. 
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Inicialmente nossos marcados foram testados com 

Ac de kits comerciais (INC, DPC, Nichols, Pharmacia) pois não 

dispúnhamos ainda de um antissoro. Com a imunização dos ani­

mais, apôs cerca de um ano, conseguimos de uma cobaia um an­

tissoro com titulo útil (antissoro de Referência-IPEN), o 

qual foi usado numa diluição capaz de fornecer um certo valor 

conhecido da ligação (%B) em condições de incubação prefixa­

das e no caso do marcado ser de boa qualidade. Posteriormente, 

achando necessária a repurificação do marcado em gel de polia 

crilamida, o teste de imunorreatividade foi realizado também 

nos 5 picos distintos (A, B, C, D e E) do perfil eletroforéti^ 

co apresentado na Fig. 6. 

Após um dia de incubação processou-se a separação 

das frações livre e ligada, utilizando-se 2°Ac ou adsorção 

com carvão. 

Nos tubos controles onde o 19 Ac não foi adicio­

nado, a "ligação" ao 29 Ac nos forneceu o valor da ligação ines 

peclfica. Se o valor da ligação ao 19 Ac estiver próximo do 

valor esperado, estará comprovada a qualidade (imunorreativi-

125 
dade) da I-hCT. Caso contrario, se faz necessária uma nova 

marcação, a utilização de um lote diferente de hormônio frio 

ou a adoção de uma técnica diferente de purificação. 

2.6.4. Escolha da quantidade de marcado a ser usado 

Nos ensaios de Caleitonina, vários autores reco­

mendam usar uma alíquota de marcado contendo após diluição de 
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5.000 a 10.000 cpm/tubo ' ' '.o ideal seria trabalhar can 

elevada atividade do traçador para minimizar o valor do des-

vio-padrão, mas quando isco nao for possível, decidimos con­

tar as amostras no contador- qama em um tempo suficiente para 

acumular 10.000 contagens. 

A diluição do marcado foi determinada para que 

ficasse dentro do possível por volta de 10.000 cpm/tubo, para 

que em ensaios posteriores com o mesmo marcado pudéssemos usar 

a mesma diluição, considerando que a atividade do traçador já 

estaria decaindo. 

2.6.5. Escolha do titulo do antissoro 

Uma vez definida a boa qualidade e a quantidade 

125 adequada de I-hCT para uso nos ensaios,foi determinada a 

diluição útil do antissoro obtido em nosso laboratório (ou re 

cebido por doação) para utilização no Radioimunoensaio. 

Os testes foram realizados, em triplicata, como 

já descrito para outro fim, no item 2.5.2. As ligações inespe 

cíficas foram determinadas por meio de tubos controles. Foi 

escolhida uma diluição do antissoro que proporcionou uma %B 

abaixo do usual apresentando porém curvas-padrão de alta sen­

sibilidade. Lembramos que o parâmetro sensibilidade está dire 

tamente relacionado com a constante de afinidade (Ka) na rea­

ção Antlgeno-Anticorpo e que uma vez fixada a natureza âr prî  

meiro, ê diretamente relacionada à avidez do Anticorpo. Altas 

%B podem ser obtidas, pela lei da ação das mas-.as, ou com um 
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alto Ka ou com uma alta concentração de Ac. Somente o primei­

ro caso pode proporcionar altas sensibilidades. 

Ka 
A + B 4 * AB 

Depois de testarmos outros antissoros de diferen 

tes procedências e de outros animais imunizados em nosso labo 

ratôrio, foi escolhido para nossos ensaios, um antisoro produzido em co 

elho, doado gentilmente pela Dra. E. Bucht do Instituto Karolinska. Re 

cebemos também por doação do "National Institute for Biologi­

cal Standards and Control - NIBSC" o antissoro de referenda 

da O.M.S. que será usado no futuro como verdadeiro antissoro 

de referência internacional. 

2.7. Técnica de Radioimunoensaio 

2.7.1. Preparação do Padrão-IPEN 

O Padrão foi preparado a partir de uma solução 

de hCT sintética (CIBACALCINA^) na concentração de 500yg/ml 

(100 yg de Calcitonina dissolvida em 200 yl de HC1 0,01 N). A 

partir dessa solução prepararam-se cerca de 50 ml de uma solu 

ção de 10 pg/ml (solução-estoque) em Tampão Borato 0,1 M pH 

8,4 contendo 5% de SAB RIA-GRADE (Tampão diluente) conforme o 

esquema abaixo: 
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500 ug/ml (solução-mãe) 

• 

100 yl 1 : 5 0° , 50 ml de 106 pg/ml (solução-es-

toque de Pa­

drão-IPEN) 

A solução-estoque foi aliquotada em volumes de 

1 ml, liofilizada durante 24 horas e estocada a -35°c em des-

secador, e utilizada ia Curva-Padrão como ponto "Excesso de 

Antigeno". A partir de diluições seriadas, as soluções para de 

finir os pontos da curva-padrão foram preparadas de acordo 

com o esquema apresentado na Tabela 1. 

A cada ensaio realizado a solução-estoque (10 

pg/ml) liofilizada era ressuspendida com 1 ml de água destila 

da e as respectivas soluções-de-referências preparadas a par­

tir de diluições seriadas. 

0 Padrão-IPEN foi calibrado contra uma solução 

de referência, que por sua vez foi calibrado contra o Padrão 

primário da O.M.S. (Padrão de hCT para bioensaio, 70/234) e a 

Potência relativa foi calculada segundo a razão: 

Potência relativa ^ Atividade imunológica do Padrão PEN 
do Padrão-IPEN Atividade imunolõgica do Padrão OMS 

sabendo-se que a atividade imunolõgica ê inversamente propor­

cional ao valor do parâmetro ED.Q, temos: 

ED,Q do Padrão OMS 
Potência relativa = 

ED_. do Padrão IPEN 
bU 



Tabela 1 - Preparação das diluições seriadas da Caleitonina, a partir de 

uma solução 10 pg/ml preparada em nosso laboratório 

10 pg/ml 

IO4 pg/ml 

IO3 pg/ml 

500 pg/ml 

250 pg/ml 

125 pg/ml 

62,5 pg/ml 

31,2 pg/ml 

15,6 pg/ml 

Volume 

usado 

0,05 ml 

0,2 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

1,0 ml 

diluição 

1:100 

1:10 

1:2 

1:2 

1:2 

1:2 

1:2 

1:2 

1:2 

vol. final 

5 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

2 ml 

cone. final 

IO4 pg/ml 

103 pg/ml 

500 pg/ml 

250 

125 

62,5 -' 

31,2 »• 

15,6 .. 

7,8 „ 
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Sendo a ED a dose que produz 50% de queda no 

valor máximo da ligação. 

2.7.2. Radioimunoensaio de Calcitonina 

Uma vez determinada as condições ótimas para a 

realização do ensaio, amostras de soros de concentração desço 

nhecida e as soluções-de-referência previamente preparadas fo 

ram incubadas com 19 Ac na diluição adequada durante 2-3 dias, 

a 4 C (Pri-incubação). Após esse período adicionaram-se 100 

yl de marcado diluído de 5.000 a 10.000 cpm/tubo e incubou-se 

novamente por um período de mais 2-3 dias a 4 c (Incubação ). 

Todas as determinações foram feitas em triplicata sendo o vo­

lume de incubação de 400 yl após adição atrasada do marcado. 

Após incubação adicionou-se 29 Ac e Soro Normal 

de Cobaia ou Coelho, na diluição 1:500 (Método de Separação 

II). Todos os tubos foram agitados cuidadosamente num "Vortex" 

e incubados por mais 20 horas a 4 C. Decorrido esse tempo, 2 

ml de NaCl 0,1 M foram acrescentados a cada tubo antes de se­

rem centrifugados durante 20 minutos a 4.000 rpm. Esta etapa 

foi introduzida visando diminuir os valores das ligações ines_ 

pecíficas (NSB). Procedeu-se ã decantação dos tubos, deixando 

-os emborcados por um período de 15 minutos sobre papel absor 

vente limpando-se as bordas dos mesmos com o auxílio de coto-

netes. A radioatividade dos precipitados foi contada em um 

Contador-gama. 



55. 

Os tubos controles nos quais somente estão pre­

sentes o traçador e o 2 Ac nos fornecem a porcentagem de li­

gação inespecifica e o ponto zero de hCT fria nos fornece a 

ligação máxima (Bo) entre a Calcitonina marcada e o Io Ac, na 

ausência de competição com a Calcitonina fria. 

O Protocolo de Radioimunoensaio da Calcitonina 

segundo E. Bucht , com pequenas modificações está esquemati 

zado na Tabela 2. 

2.7.3. Determinação da Concentração das Amostras 

A radioatividade correspondente â fração ligada 

ao Ac foi determinada no contador-gama por um tempo suficien­

te para acumular 10.000 contagens. 

Foram calculadas as razões entre as contagens ess 

peclficas obtidas para as diversas concentrações de Padrões e 

soros (B) e as contagens especificas obtidas para o ponto ze­

ro de hCT-fria (Bo), descontando-se as ligações inespecíficas 

(NSB) de cada ponto. Desta forma os valores obtidos foram 

transferidos para gráficos de papel milimetrado ou semi-log , 

tendo na ordenada as relações B/Bo x 100 e na abscissa as 

concentrações conhecidas do hormônio padrão 

A determinação da concentração das amostras é 

feita diretamente pela leitura na Curva-Padrão, manualmente ou 

utilizando programas de computação jã existentes. 



56. 

«o 
c 
c 
o 
• p 
•H 

o 
10 

u 
a> 

• o 

id 
m 
G 
a> 
o 
c 
3 
E 

(X 

O 

s 
O 
M 
PU 

CN 

(0 

•s 

o 
o 
o 
-a-

u 
o 
O. 

i o 
•-« 3S M Z => E-> O CO 

CJ r* r-t 
9 - B 

SE O ^ 

8 g 
O O ' 
«I e 

O - 4 

O 

C M C M C M C M C M C M C M C M C M C M C M C M 

O O O O 
tn m m io 

o o o o 
in io m m 
s» -tf -tf -» 

o o o o 
m m m m 
• * - * - » « » 

o o o o o o o o o o o o 
i O i O « O l O l O i O « 0 > O i r i « O l O i O 

CO Q M • < CO 
-cr 
o 
•tf 

e 
a. 
o 

H O 
O O 
,e o ^ 
i • «-» 

M O 3 . 
IO i-t '<-' 
CM . 
r-i ' 

« 
• H O 
M J3 

<M 9 
1 *-> 

H ^ 
U 60 
A O. 
^^ 

10 
•H /~\ 
U 1-4 r* 

*• s a 
H M O 
o a S * w -

* 
•H 
•o 

s su 
• H r * 

O 4J 3 . 
< tO ^ 

O 
1-4 

a> 
u 

Q C ^ » 
I f l 41 H Q. 3 3 . 
fl "* ^ S >H 
H O 

•-• 
* O 

a ""S. 
V) 
0 
•s 
H 

O 
O 

CO 

1 
1 
1 

1 
1 

1 
1 

o o CO 

1-1 

l~S 

09 
CO 

z « w * 

o 
o 

1 
1 
1 

o 
o 

o 

o 
o 
o 

• 
o 
o 
r - l 

\D 
1 
1 

O 
o 
CM 

o 
o 
l - l 

CM 

*•*. 
â 
w 

o 
r-t 

o 
o 
CM 

1 
1 
1 

co 

o 
o 

M 

ao 
r* 

* 
o 

oo 
* 

r̂ . 

o 
O 
CM 

1 
1 
1 

sr 

o 
o 

< 

vO 
l O 

M 

r - l 

vO 
m 

l O 
l - t 

o 
o 
CM 

1 
t 
1 

l O 

o 
o 

co 

CM 
r * 

A 

CO 

CM 
A 

1-t 
CO 

o 
o 
CM 

1 
1 
1 

\0 

o 
o 

IO 
CM 

M 

«o 

l O 
f t 

CM 
vO 

O 
o 
CM 

1 
1 
1 

r». 

o 
o 

< 

»o 
m 

CM 
r-t 

o 
» 

m 
CM 
r-l 

o 
O 
CM 

1 
1 
1 

ao 

o 
o 

o 
A 

m 
CM 

O 
m 

o 
u"t 
CM 

o 
o 
CM 

1 
1 
1 

CH 

O 
O 

u 
o 
•tf 

o 
f t 

o 
l O 

o A 

o 
o 
l O 

o 
o 
CM 

1 
1 
1 

O 
r-l 

O 
O 

O 
* O 

o 
1—1 

o M 

o 
o 
o 
r- ( 

o 
o 
CM 

I 
1 
1 

r-1 
r-i 

O 
o 

1 
1 
1 

• 
JS 
c 
0 
o 
(0 
01 
a 

o 
o 
CM 

1 
1 
1 

W 
0 
u 
0 
10 

1 

i 

j 

1 
1 
1 1 

1 
I 

; 

í 

cfl 
o 

u 
u 

e 
<u 
ca 
o 
« 
N 

CS 
<v 
u 
o 

I « 
ia 

V) 

O 
4J 
(3 
O 
p . 
0) 
O 
IA 
O 

-g 



57. 

2.7.4. Avaliação da qualidade dos Ensaios obtidos 

2.7.4.1. Dose Mínima Oetectável (D.M.D.) 

A D.M.D. definida como sendo a menor quantidade 

significativamente diferente do ponto de dose zero, a nível 

de confiança de P = 0,05, foi calculada segundo a definição 

de Rodbard ' . Para os cálculos i necessário determinar o 

valor do desvio-padrão médio (s ) entre a resposta do ponto 

zero e a resposta do primeiro ponto experimental significati­

vamente diferente da resposta relativa ao ponto zero. 

Assim, 

onde S = desvio-padrão da resposta do ponto zero (Y ) 

S. = desvio-padrão da resposta do primeiro ponto experi­

mental significativamente diferente do zero (Y.) 

n = número de replicatas do Y 

n, = número de replicatas do Y. 

A resposta minima detectãvel (Y ) é assim cal 
min 

culada: 

Y . - Y - t min o X3 JL. + ± . 
p ' n o n i 

onde t = tQK(n +n.-2) = t„_(4) = 2,1318 considerando n = 3, yj o x 95 
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A Dose Minima Detectãvel, D.M.D. ou X . ., é cal 
min -

culada a partir do Y . pela determinação da inclinação da 

curva (tg a) no ponto zero: 

Y . 
X . = D.M.D. = -5ÜS 
m i n tg a 

sendo 

tag 0 = _i ° 
X, - X 
1 o 

2.7.4.2. Precisão 

A avaliação da precisão dos ensaios foi realiza­

da pela análise do coeficiente de variação intra e interen-

saio de pelo menos 4 amostras controle de qualidade. A refe 

rida análise relaciona cada dose com o erro (C.V. ou outro 

parâmetro) ligado ã sua determinação. 

Uma avaliação da reprodutibilidade interensaio 

foi obtido analisando também a variação dos ED em n=4 en­

saios. 

2.7.4.2.1. Perfil de Precisão 

A reprodutibilidade intra-ensaio foi avaliada 

também pela dispersão dos resultados encontrados nas tripií 

catas dos pontos utilizados na curva-padrão, em um mesmo en 
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saio, através do Programa RIALKALK adaptado ao microcom 

putador da ITAUTEC, presente em nosso laboratório. 

2.7.4.3. Exatidão 

A exatidão foi considerada ligada ã precisão e 

ao erro sistemático ("bias") de acordo com a definição : 

_ 2 - 2 2 
Exatidão = Precisão + Erro sistemático 

Sua determinação foi realizada comparando os va­

lores obtidos, mediante a nossa técnica, na análise de al­

gumas amostras controle-de-qualidade, com os valores relatL 

vos às mesmas amostras declarados pelo produtor de "kits" 

comerciais ou determinados mediante outro sistema indepen­

dente . 
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III. RESULTADOS 

1. Análise qualitativa e quantitativa da preparação de Calci-

tonina sintética humana (Cibacalcinav—') 

1.1. Determinação qualitativa em EGPA com leitura não-des-

trutiva por densitometria U.V. 

A Fig. 11 apresenta o perfil densitométrico de 

uma amostra de Caleitonina (40 yg) submetida â EOPA 7% em gel 

de 0/4 cm de diâmetro por 11 cm de comprimento. 

As Figs. 12 e 13 correspondem aos perfis dos 

dois géis usados como controles: o "gel-branco" e o "gel-de-

referência" (100 ug de SAB) respectivamente. 

O valor obtido das taxas de Migração Relativa 

(Rm) foi de 0,122 para a Calcitonina e de 0,700 para a SAB, 

quando lidos no densitômetro a uma velocidade de 1 mm/s a 

2,5 mV de amplificação. 

A razão entre o Rm da Calcitonina e o da SAB foi 

de 0,17. Esse parâmetro poderá ser usado para identificação 

qualitativa e não destrutiva desta proteína em EPGA, eliminan 

do possíveis flutuações inter-ensaio. 
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1.2. Determinação do Coeficiente de Extinção (E) da Calci­

tonina humana, análise quantitativa e teste de pureza 

A Tabela 3 apresenta os valores das leituras es-

pectrofotométrica a 230, 260 e 280 nm e densitométrica numa 

faixa que abrange um feixe de luz ü.V. policromática de 220 a 

310 nm, de uma solução 0,09 mg/ml de Calcitonina em HC1 0,01N. 

A partir de cada leitura obtida nos diferentes comprimentos 

de onda (X) calculou-se o respectivo Coeficiente de Extinção 

0 1% 

^x'lcm* r e l a t i v o a u m a solução de 1 mg/ml (0,1%) e com cami­

nho óptico de 1 cm, para a Calcitonina e para a SAB (0,2 mg/ 

ml) usado como Padrão. 

Tabela 3 - Coeficiente de extinção (E) obtidos por leitura e£ 

pectrofotomitrica e densitométrica de uma solução 

0,09 mg/ml de hCT sintética 

SAB (0,2 mg/ml) 
h-CT (0,09 mg/ml) 

SAB (0,2 ng/ml) 

h-CT (0,09 mg/ml) 

SAB (0,2 mg/ml) 

hCT (0p9 mg/ml) 

' i 1 
280 iro 260 nm 230 rm 220-310m 

A E A E A E j A E 

0,127 0,635 0,082 0,410 ! 1,030 5,150 

0,048 0,534 ; 0,058 0,644 
Í 

i 
0,128 0,640 0,083 0,415 

0,053 0,589 ' 0,062 0,689 

0,123 0,615 | 0,079 0,395 

0,455 5,055 

1,060 5,300 

0,500 5,560 

1,025 5,125 

0,038 0,422 0,042 0,467 0,270 3,002 

0,596 2,980 

0,384 4,266 

0,611 3,056 | 

0,387 4,303 
1 

0,603 3,015 

0,352 3,911 
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Pelos valores apresentados na Tabela 3 calcula­

mos a média dos valores do E para as duas proteínas (n=3): 

para a SAB o EiCm
%
220-310

 = 3,017+0,038 (CV=1,3%) 

para a hCT o E?'1* „ ,, = 4,284+0,026 (CV=0,6%) 
icm,^zu-ji0 — 

t» *- *. - E h C T 4,284 . Ar,n Portanto, a razão = — = 1,420 
E SAB 3,017 

Mediante este fator, calculado em relação ao E 

da SAB, será possível a determinação quantitativa e não des­

trutiva de hCT por densitometria U.V., utilizando simplesmen 

te um Padrão de 5.A.B. A comparação entre a quantidade de 

amostra aplicada e o valor determinado por densitometria, for 

necerá um teste de pureza simples e rápido. 

125 2. Prepararão da Calcitonina marcada com I 

2.1. Marcação, purificação em Sephadex G-25F e G-50M e Con-
125 trole de Qualidade da I-hCT 

Na Fig. 14 encontra-se um cromatograma típico da 

purificação em coluna de Sephadex G-25F, da Calcitonina ra-

dioiodada pelo Método Clássico da Cloramina T. 

A Fig. 15 apresenta o resultado da purificação da 

125 
I-hCT em coluna de Sephadex G-50M, da Calcitonina radioio-

dada pelo Método estequiométrico de Roth. 
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CPMxlO 6 

20-

I-SAB 

NO de Frações 

Figura 14* Radiocromatograma da purificação em Sephadex G-25Fino, 

da Calcitonina(CIBA)marcada com I pelo Método Clás 

sicoe 

Eluente: tampão Fosfato 0,05M ,pH=7,4 + SAB a 0,1% 

Coluna: 1,5x10 cm ;Fluxo:4 ml/h 

Volume das frações: 0,33 ml 
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Figura 15. Radiccromatograma da Purificação em Sephadex G-50M, da hCT 

marcada cem ImCi de 1 2 5 I , pelo método estequionétrico. 

Eluente: tampão Fosfato G,G5M pH 7,4 + 0,1% SAB 

Coluna : 2,0x47cm; Fluxo: 12ml/h 

Volume das frações: 2,0ml 



67. 

O perfil cromatográfico obtido pela purificação 

125 
da I-hCT em Sephadex G-25F apresentou dois picos apenas: o 

primeiro correspondente ã Caleitonina marcada, onde provavel­

mente também saiu eluída a radioatividade ligada ã SAB, utili^ 

zada como carregador e protetor no tampão de purificação, e o 

125 segundo pico, que corresponde ao i que não reagiu, ou se-

125, . 
ja, ao lxvre. 

J á o p e r f i l o b t i d o na p u r i f i c a ç ã o em Sephadex G-

50M a p r e s e n t o u 3 p i c o s d i s t i n t o s : o p r i m e i r o co r r e sponde à 

SAB marcada e s p e c i f i c a m e n t e ou n ã o - e s p e c i f i c a m e n t e , o segundo 

125 ao hormônio marcado e o t e r c e i r o ao I l i v r e . 

Nas ú l t i m a s marcações r e a l i z a d a s , o b s e r v o u - s e o 

apa rec imen to de um p i c o , a n t e r i o r ao da C a l e i t o n i n a marcada 

( F i g . 1 6 ) . Acredi tamos s e r e s s e p i c o p e r t e n c e n t e a um t i p o de 

hCT ag regada , v i s t o que o p rodu to s i n t é t i c o s e e n c o n t r a v a es_ 

tocado em d e s s e c a d o r a -35 C por um p e r í o d o de mais de 3 a n o s , 

desde sua doação p e l a CIBA-GEIGY L t d a , B a s e l , S u i ç a . 

Na Tabela 4 encon t ram-se os v a l o r e s do rendimen­

t o e Kd das 3 p r i m e i r a s marcações r e a l i z a d a s p e l o método Clãs 

s i c o e p u r i f i c a d a s em Sephadex G-25F. 

Tabela 4. Valores das variáveis da marcação da hCT pelo Método Clássico da 

Cloramina T e purificação em Sephsdex G-25F 

Marcação 
n9 

I 

I I 

I I I 

(x+o) 

método 

C 

C 

C 

I25T . I usaoo 
(Utt) 

962,8 

1082,6 

877,0 

,974,1 +. 
*103,3 ; 

hCT 
(yg) 

5 

5 

5 

Rend/o 

47,5 

14,7 

45,1 

Recuper. Kd imurrea-
(%) tividade 

83,3 0,143 + 

67,3 0,125 + 

71,2 0,143 + 

.35,8 +w73,9 +. ,0,133 , 
l18,3 ~ M 8,3 ~' *+0,010; 

A.E. 
(pCi/mg) 

91,5 

31,8 

79,1 

,67,5 +, 
l31,5 ""' 
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125, 

10 . 

NQ DE FRAÇÕES 

Figura 16. Radiccrcnatograma da purificação em Sephadex G-50M, da hCT marcada 

com 1 2 5I, pelo método Clássico da Cloramina T. 

Eluente» tampão Fosfato 0,05M pH 7,4*0,1% SAB 

Coluna : 2,0x47,0an: Fluxo 12ml/h 

Volume das frações; 2,0ml 

Tempo de estocagem da hCT-fria: 3 anos 



69. 

Na Tabela 5 encontram-se os valores de rendimen­

to de 14 das 19 marcações realizadas pelos Métodos Clássico 

e/ou Estequiometrico de Roth e purificações era Sephadex G-50M. 

125 
O Coeficiente de distribuição (Kd) da 1-hCT 

foi calculado em apenas 13 das 19 marcações realizadas, devi­

do a pequenos acidentes ocorridos durante a coleção das fra­

ções na purificação, ou simplesmente por não ter ocorrido a 

iodação do hormônio. O valor médio do Kd foi de 0,583 + 0,06 

(CV = 10,3%) . 

Tabela 5. Marcações realizadas pelo método Clássico e/ou Es­

tequiometrico e purificadas em Sephadex G-50 M 

Marc. 

n9 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14 

15 

i i6 
17 

18 

19 

Meto 
do 

E 

E 

E 

E 

E 

E 

E 

E 

E+C 

E 

E 

E 

C 

E 

C 

c 
c 
c 
c 

ia, 
(VCi) 

623 

1366 

623 

1024 

641 

581 

578 

615 

691 

1160 

800 

987 

800 

914 

830 

1400 

1180 

1004 

925 

hCT 

(mg) 

5 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

2 

1 

1 

1* 

1* 

5* 

5 

5 

5 

2,5 

5 

Rend/o 

(%) 

71,9 

33,2 

21,0 

27,1 

31,0 

23,1 

49,2 

24,6 

44,7 

-

47,0 

-

-

-

25,4 

-

56,9 

58,0 

45,9 

Recupe­
ração (%) 

97,5 

94,6 

93,4 

95,3 

96,7 

86,6 

98,1 

95,4 

97,3 

-

92,4 

-

-

-

95,1 

-

93,7 

-

96,5 

Kd 

0,536 

0,571 

0,558 

0,535 

0,585 

0,562 

0,562 

0,595 

0,553 

-

0,605 
mm 

-

-

0,698 

-

0,705 

-

0,524 

inunor. 

+ 

+ 

+ 

-

+ 

+ 

+ 

+ 

+ 

-

+ 

-

-

-

+ 

-

+ 

-

+ 

A.E. 

(yCi/yg) 

89,6 

410,0 

131,1 

194,1 

198,9 

134,3 

284,4 

151,3 

154,4 

-

281,2 

-

-

-

33,4 

-

96,6 

118,5 

60,0 

»t" ™.Qjis.7 Q4.ftj.vn n.sa^ 1finim?.n 

http://Q4.ftj.vn
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Podemos observar que o Kd passou de 0,137 para 

0,583 devido ao diferente tipo de gel de exclusão molecular 

125 usado. Em Sephadex G-25F de fato a Calcitonina marcada ( I-hCT) 

ê elulda em posição muito próxima do Volume de Exclusão Mole­

cular ("Void Volume" ou Vo) enquanto no G-50M ela ê eluxda nu 

ma região mais específica e, portanto, com maior grau de pure 

za. 

Pouco pode ser observado com relação aos Rendi­

mentos e Atividades específicas, tendo sido usadas quantida­

des variáveis de hCT-fria. Obviamente os Rendimentos e as A ti 

vidades específicas em G-25F não podem ser considerados reais, 

uma vez que incluem certamente outros componentes além da 

125I-hCT. 

Ressaltamos que os valores da recuperação em Se­

phadex G-50M são altamente reprodutiveis e praticamente quan­

titativos, condição indispensável para qualquer tipo de estu­

do e consideração relativos â marcação e purificação do traça 

dor. 

2.2. Atividades específicas (A.E.) obtidas 

A Tabela 5 apresenta também os valores da A.E.da 

125 

I-hCT em 14 das 19 marcações realizadas. A media dos valo­

res obtidos foi de 160 + 102,6 yCi/ug. Este valor permite es-
125 

timar que o número médio de átomos de I por molécula de 
125 

hCT foi da ordem de 0,25 I/molecula. 

O cálculo teórico no caso da incorporação de 1 
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átomo de l ã uma molécula de hCT foi de 643 uCi/yg conside 

rando o Peso Molecular da hCT igual a 3418 daltons. 0 valor 

de A.E. apresentado na literatura varia de 150 a 350 uCi/pm 

(9,16) 

A nossa A.E. média de 160 uCi/ug teve que ser au 

mentada mediante técnica de repurificação (ver item 2.4) pela 

qual foi eliminada uma grande parte das moléculas de hCT fria. 

125 
2.3. Imunorreatividade da I-hCT estocada em duas condi­

ções : - 35 C e liofilizada 

Com o intuito de estocar nossos marcados de uma 

maneira mais adequada possível, sem que estes sofram algum 

tipo de alteração durante a estocagem, com exceção do fenôme­

no do decaimento radioativo, foi testada a imunorreatividade 

do nosso traçador mediante curva de diluição de um antissoro 

anti-hCT produzido em coelho. Foi usado o mesmo traçador que 

havia sido estocado a -35 C ( I-hCT -35 C) e liofilizado r " i 

-hCT lio). 

A Fig. 17 apresenta as duas curvas obtidas com 

esse marcado estocado a -35 C e liofilizado, em um ensaio com 

24 horas de incubação a 4 C e separação com 29 Ac. Como pode­

mos observar, as condições de liofilização do marcado, certa­

mente não alteraram a imunorreatividade do produto, permitin­

do uma forma mais prática de estocagem. 
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40 

30 

20 

10 

DILUIÇÃO DO ANTISSORO" 

Figura 17. Teste da imunorreatividade de um traçador (125I-hCT-IPEN) 

estocado oonqelado a -359C(x) e liofilizado(o) con antissoro 

anti-hCT Fleury, 
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2.4. Repurificaçao do I-hCT em EGPA 7% 

A Fig. 6 apresenta um exemplo de eletroforeto-

125 grama da I-hCT submetida a EGPA 7% e mostra a presença de 

125 cinco picos, denominados A, B, C, D e E alem do pico do I-

livre. 

A tabela 6 apresenta a média (x), desvio-padrão 

( <f) e Coeficiente de Variação (CV) dos Rm e rendimentos dos 

picos A, B, C, D e E obtidos na repurificaçao dos vários mar­

cados, em diferentes corridas eletroforéticas. 

Tabela 6. Valores da média (x ), desvio-padrão (o) e coefici­

ente de variação (CV) dos Rm e rendimentos dos pi-
125 

cos A,B,C,D,E, e 1-livre após repurificaçao dos 

vários marcados em diferentes corridas eletroforéti^ 

cas (n=32) 

pico 

A 

B 

C 

D 

E 
125, 

Rm 

x + o %CV 

0,278 + 0,031 11,1 

0,505 0,064 12,7 

0,654 0,043 6,6 

0,817 0,034 4,2 

0,970 0,028 2,9 

1,262 0,134 10,6 

Rendimento (%) | 

x + o %CV 

22,6 + 14,2 62,8 

13,1 + 9,6 73,3 

20,0 + 11,3 56,5 

18,6 + 10,5 56,4 

35,4 + 21,6 61,0 

7,3 + 5,4 74,0 

Podemos observar a relativamente alta reproduti-

bilidade inter-ensaio (inter-corrida e inter-marcação) dos Rm. 

Isto indica uma específica identidade dos vários componentes 
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que se manifesta também, em parte, na comparação inter-labora 

torial (ver Tabela 9) 

Com relação aos rendimentos, podemos observar que o 

pico E (forma mais alterada) está geralmente presente em quan 

tidade maior enquanto são aproximadamente da mesma ordem, as 

porcentagens relativas aos dois picos imunorreativos, A e C. 

2.5. Caracterização dos picos A, B,C, D e E apôs repurifi-

cação em EGPA 7% 

A Tabela 7 apresenta os valores das ligações ines 

pecificas (%NSB), total (%IB) e específica (%B), da 

125 

I-hCT nao repurifiçada (N.R.) em EGPA, e das frações cor­

respondentes aos picos A, B, C, D e E, obtidos na repurifica-

ção eletroforética, quando incubados com excesso de anticorpo 

(antissoro GP.-IPEN na diluição 1:500); separação realizada pe 

Io método de adsorção com carvão-dextrano. 

Tabela 7. Imunorreatividade do traçador não-repurificado (N.R.) 
125 e dos picos oriundos da repurificaçao da I-hCT em 

EGPA 7% 

125I-hCT 

N.R. 

A 
B 

C 

D 

E 

%NSB 

8,7 

8,5 
8,6 

6,5 

13,4 

8,2 

%TB 

24,5 

31,8 

31,4 

36,9 

20,3 

9,7 

%B 

15,8 

23,3 

22,8 

30,4 

6,8 

1,5 
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Pelos dados apresentados na Tabela 7 podemos ob­

servar que os picos A, B e C se mostraram imunorreativos,apre 

sentando valores de ligação especifica bem maior que do marca 

do não-repurifiçado (NR). 

Um teste análogo foi realizado utilizando 19 e 

29 Anticorpo do "kit" da Immuno Nuclear Corporation (I.N.C.), 

125 
com os picos A,B e C imunorreativos da I-hCT-IPEN. Os re­
sultados estão na Tabela 8. 

125 
Tabela 8: Imunorreatividade da I-hCT-IPEN (N.R.) e dos pi­

cos A, B e C utilizando 19 e 29 Anticorpos do "kit" 
da I.N.C. 

125 
""•"i-hCT 

N.R. 

A 

B 

C 

%NSB 

11,*3 

5 , 1 

1 0 , 9 

1 2 , 6 

%TB 

3 6 , 1 

4 0 , 6 

4 ' , 9 

r.9,1 

%B 

2 4 , 8 

3 5 , 5 

3 4 , 0 

4 6 , 5 

Os picos A, B e C e a I-hCT-N.R. apresentaram 

ligações especificas maiores com o 19 e 29 Anticorpo do kit 

comercial, quando comparados com os valores obtidos cor.» o an-

tissoro-IPEN. 

O pic C apresentou a melhor capacidade de liga­

ção (%B = 46,5), muito próxima do valor apresentado pelo tra-

çador do "Kit INC" (%B = 49%). Isto forneceu a primeira con-
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firmação inter-laboratorial da qualidade dos nossos traçado-

res e do funcionamento da técnica de repurificação em EGPA. 

As diferenças nas ligações especificas apresentadas na Tab. 7 

e Tab. 8 são claramente devidas aos diferentes antissoros uti 

lizados. 

125 
2.6. Comparação eletroforetica entre a 1-hCT-IPEN e ou­

tras de diferentes procedências 

Foram realizadas corridas eletroforéticas em 

EGPA 7% em gel de 0,4 cm de diâmetro por 11 e 15 cm de compri^ 

mento, com a finalidade de analisar o perfil eletroforêtico 

125 da I-hCT-IPEN em comparação com outros marcados de diferen 

125 tes procedências : Nichols Institute Diagnostics ( 1-hCT-Ni-

125 chols), Diagnostic Products Corporation ( I-hCT-Diagnostic) 

125 e Laboratório Fleury ( I-hCT-Fleury). 

A Tabela 9 apresenta os resultados obtidos. 

125 Tabela 9: Valores dos Rm obtidos com 1-hCT de diferentes 

procedências, quando submetidas ã EGPA 7%. 

125 -"""i-hCT 

IPEN 

N i c h o l s 

Diagnostic 
Lab.Fleury 

X + 0 
t 
1 

A 

0 ,227 

0 , 2 0 0 

0 ,306 

0 ,237 

0,242 + 

U,G45 

B 

0 ,439 

0 ,486 

-

0 ,447 

0,457 + 

0,025 

C 

0 , 6 5 1 

0 , 6 5 7 

0 , 6 7 3 

0 , 6 5 8 

0,659 j 

0,009 

D 

-

-

-

-

r — — — — 

E 

0 ,985 

1 ,000 

0 , 9 1 8 

0 , 9 7 4 

0,969 + 

0,036 

1 2 5 I 

1 ,227 

-

1 ,326 

1 ,316 

1,289 + 

0,054 



77. 

Os respectivos perfis eletroforéticos estão apre 

sentados nas Figuras 19, 20, 21 e 22. 

Os perfis eletroforéticos representados pelas Fî  

guras 20 e 22 pertencem a traçadores de "kits" comerciais im­

portados, de ótima qualidade, porém com o prazo de validade 

vencido. Podemos observar que o pico A de ambos se apresenta 

em maior quantidade com relação aos demais picos, analogamen­

te ao perfil obtido com o traçador-IPEN aqui analisado. 

A Fig. 21 apresenta o perfil eletroforético de 

125 

uma das frações obtidas da I-hCT purificada em HPCL, gen­

tilmente cedida pelo Laboratório Fleury. O perfil cromatogrã-

fico obtido por HPCL apresenta também vários picos, alguns de 

les com valores de ligação específica muito semelhantes (da­

dos não apresentados). 

~ 125 

2.7. Alteração de mobilidade eletroforética da I-hCT de­

vida ã iodação 

A Fig. 23 apresenta o eletroforetograma analíti­

co de uma corrida simultânea em gel de poliacrilamina, do hor 

mônio marcado e frio: 75 yg de hCT-fria mais 70.000 cpm de 

125 

I-hCT contidos em um volume de 200 yl. 

Após a corrida o gel foi imediatamente lido em 

densitômetro em feixe de luz com intervalo de 220 a 310 nm e 

posteriormente cortados em segmentos de 0,3 cm e analisados 

125 

em um contador-gama. O perfil relativo â I-hCT foi cons­

truído sobre o gráfico da leitura densitométrica para fins 

comparativos. Ê evidente a diferente migração eletroforética 
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Fioura 19. Perfil eletroforético da ^i-hcr-IPEH, apresentando 

4 dos 5 picos (A, B, C, D e E) conhecidos e pico de 

125T livre. 

Ficura 20. Perfil eletroforético da i»I-hCT- Diaqnostic^apresen 

tando 4 picos cem Rn conhecidos: A, C, E e I. 
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Figura 21. Perfil eletroforético da "Si-hcr-Fleury, apresentando 5 picos 

identificados como A, B, C, E e 12SI livre. 

Figura 22. Perfil eletroforético da "Sx-hcr-Nichols cor. a identificação 

dos picos A, 3, C, E e 12*I livre. 
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Figura 23. Perfil eletroforetioo da Calcitonina fria e marcada, em corrida 

Simultânea en FJGPA 7%: 

A- Contagens relativa â 125I-hCT (total aplicado: 70.000cpm) 

B- Perfil densitonetrico em ü.V. da hCT-fria (total aplicado: 

75wg) 
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entre a Caleitonina fria (Rm = 0,104) e os três picos imunor-

125 
reativos de I-hCT (Rm= 0,234; 0,438; 0,656). Com os dados 

disponíveis, nada pode ser especulado com relação à natureza 

- - 125 
das alterações e a posição da I-hCT monoiodada. 

3. Otimização das condições do ensaio 

3.1. Comparação de técnicas diferentes de separação entre 

o Antígeno livre e o ligado ao Anticorpo 

Tendo já introduzido a técnica de repurificaçãc, 

as baixas ligações específicas (7-10%) e os altos valores de 

ligações inespecíficas (6-13%) observados em nossos ensaios, 

poderiam estar relacionados com diversos fatores como a qualî  

dade do marcado ou do antissoro, ou com o método de separação. 

Foram testados comparativamente dois métodos de separação utjl 

lizando a técnica do duplo Anticorpo, que foi considerada mais 

prática e eficiente em relação ã técnica de adsorção com car 

vão-dextrano (ver método I, item 2.6. cap. II). O Método II 

utiliza 29 Anticorpo com soro normal de coelho diluído a 1:500 

enquanto o Método III utiliza 29 Anticorpo associado com PEG 

7%. O 19 Anticorpo utilizado foi aquele produzido pelo Labora 

tôrio Fleury (único disponível no momento da realização deste 

estudo), capaz de fornecer ligações específicas aceitáveis na 

diluição final 1:5x10 . Utilizamos nesses ensaios o marcado 

liofilizado não-repurificado. 

Os resultados são apresentados na Tabela 10. 
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Tabela 10. Valores das ligações inespeclfica (NSB) total (TB) 

e específica (B) obtidas pelos dois métodos de se­

paração com 2? Ac 

1 
i 
1 

fetodo II 

Método III 

29 Ac 

50 

100 

50 

100 

<pl) % NSB 

7,0 

7,1 

3,4 

3,4 

% T B 

35,0 

31,3 

18,4 

27,2 

%B 

28,0 

24,2 

15,0 

23,8 

Analisando os resultados obtidos, observamos que 

o método III apresentou um valor de ligação inespeclfica (NBS) 

mais baixa que do método II, mas também um valor de ligação 

especifica (%B) menor, seja utilizando c volume de 50 pi ou 

de 100 ul de 29 Anticorpo. Considerando esses fatos, decidi­

mos adotar o esquema do método II apesar do ensaio se esten­

der por mais um dia, considerando também que o método III utî  

liza o dobro da quantidade de 29 Anticorpo, o qual é importa­

do e de custo elevado. 

Posteriormente, a técnica utilizada por E. Bucht 

(método II) foi levemente modificada em nosso laboratório,adi_ 

ctonando antes da centrifugação, 2 ml de NaCJ 0,1 M em todos 

os tubos. A Tabela 11 apresenta os dados relativos aos valo­

res das ligações especificas e inespecíficas, com e sem a eta 

pa de lavagem com NaCl 0,114, em ensaios com 1 dia e 3 dias 

de incubaçáo, utilizando marcado-I?EN e Antissoro-Karolinska 

na diluição final 1:8000. 
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Tabela 11: Valores das ligações específicas (B) e inespecífi-

cas (NSB) obtidas de ensaios com 1 e 3 dias de in­

cubaçao a 4 C, com e sem a etapa de lavagem com 2 

ml de NaCl 0,1 M. 

lavagem com 

NaCl 0,1 M 

não 

sim 

1 dia 

% NSB %B 

7.3 15,6 

5.4 14,9 

3 dias 

%NSB %B 

6,0 20,6 

4,4 20,3 

Pelos dados da Tabela 11 podemos observar que es_ 

ta modificação técnica diminuiu consideravelmente os valores 

das ligações inespecificas para níveis de 4-5%. 

3.2. Influência do tempo de incubaçao na imunorreatividade 

do marcado 

A Fig. 24 apresenta as curvas de título do Anti£ 

soro-GP2 em um ensaio incubado por 1 e 3 dias a 4 C. Estas 

125 curvas foram obtidas utilizando o pico A da I-hCT repurifi. 

cada em EGPA, o antissoro e o 29 anticorpo da Pharmacia Fine 

Chemicals. 

Podemos observar um visível incremento nos valo­

res da ligação específica na incubaçao de 3 dias a 4 C, com 

relação â incubaçao de 1 dia. Uma diluição final de 1:4000 do 
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•í B 

X I-hCT - pico A , 3 dias de incubação 

IO2 5xl02 IO3 5xl03 2,5xlOl 

DILUIÇlO DO ANTISSORO**1 

Figura 24. Curvas de título do antlssoro GP, em um ensaio incubado por 

1 e 3 dias a 49C, com marcado-IPEN repuriflcado em E3GPA 7%; 

separação cem 2? Anticorpo da Pharmacia. 
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Antissoro-GP2, foi utilizada para a construção da relativa cur 

va padrão (Fig. 28). 

3.3. Influência da repurificação na imunorreatividade do 

125T . „ I-hCT 

A Fig. 25 apresenta uma comparação entre a irau-

125 
norreatividade da I-hCT nao-repurificada (NR) e repurifi-

cada em EGPA. £ evidente a diferença entre as duas curvas, 

visto os valores de ligação específica que vão até 34% utili­

zando marcado repurifiçado e não-repurifiçado. Este fato nos 

125 levou a utilizar obrigatoriamente a I-hCT repurificada ele 

troforetivãmente, em todos os ensaios subsequentes. 

4. Produção do Antissoro anti-hCT 

4.1. Avaliação da técnica de imunização e do período de 

colheita do antissoro 

Foram realizados dois programas de produção de 

antissoro anti-hCT: no primeiro, trabalhamos com cinco ani­

mais, sendo 3 cobaias machos e 2 coelhas fêmeas com idade de 

6 e 4 meses respectivamente, durante mais de um ano; no se­

gundo programa trabalhamos com 4 coelhos machos com idade de 

4 meses, durante aproximadamente 7 meses. 

A técnica de imunização utilizando múltiplas in-
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IO2 5xl02 IO3 5xl03 2,5xl04 

DILUIÇÃO DO ANTISSOSO". 

Figura 25. Imunorreatividade da J,"l-hCT-IPE?7 rão-r»r>urificada(N.R.) 

e renurificada er. FCPA 7* (nico A): pnsaio c!e 3 dias de 
incubaçao a 4?C, com várias diluições do antissoro anti-

-hCT GP^-IPEN. 
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jeções intradérmicas dorsais foi aquela escolhida por nôs de­

vido à maior praticabilidade e visualização da reação inflama 

tória nos locais das injeções (Fig. 7, item 2.5.1 cap. II).Os 

animais que apresentaram reação inflamatória positiva acentua 

da foram selecionados para o programa de imunização, continu­

ando a receber as doses-reforço. Em nossos dois programas to­

dos os animais continuaram a receber as doses-reforço. 

Com o intuito de verificar o melhor período para 

a realização das punções nos animais, foi realizado um ensaio 

analisando amostras de antissoros colhidas após 2,9 e 22 dias 

da dose-reforço (Fig. 26). 

A amostra de antissoro colhida após o 99 dia da 

injeção de dose-reforço, apresentou relativamente os melhores 

valores de ligação específica, confirmando os dados da litera 

tura sobre o melhor período de colheita. Esse critério foi 

adotado para as punções posteriores. 

4.2. Determinação do título dos antissoros obtidos no IPEN 

0 título dos antissoros obtidos foi determinado 

mediante a técnica descrita no item 2.5.2 do Capítulo II. 

No 19 Programa de imunização apenas uma cobaia 

(GP?) apresentou um antissoro com um título que pode ser uti­

lizado em RIE. A Fig. 27 apresenta a resposta imunológica des_ 

se animal ã Calcitonina humana sintética (CIBACALCINA ® ) du 

rante o período de um ano. 

Podemos observar que o título do antissoro GP_ 
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Figura 26. Titulação de amostras do antissoro GP2 colhidas apôs 2;9 e 

22 dias da injeção da dose-reforço. 
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IB 

«o 

02-87 

DILUIÇÃO 0 0 ANTI5S0R0 

Figura 27. Resposta iraunolõgica de uma cobaia (GP2) â Calcitonin» humana 

sintética (CIBA), no período de um ano (fev/86 - fev/87), re 

cebendo dose inicial de lOOug e doses-reforço de 50gg de hCT, 

intra-nuscular. 

A curva de título maior foi realizada com 125I-hCT repurifica 

da. 
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Figura 28. Curva de RIE usada para testar o antissoro-G^-IPEN. 

Marcado-IPQJ repurif içado em EGPA 7%, em um ensaio de 

3 dias de incubacao a 49C e separação con 29 Anticorpo 

da Pharmacia. A sensibilidade (D.M.D.) calculada para 

esta curva foi de 74pg/ml. 
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apresentou um incremento significativo somente após seis i< 

ses da 1- dose, até atingir seu valor máximo em fevereiro de 

1987 (02-87). Â partir desse período, o título do antissoro 

manteve-se praticamente constante. Ê interessante observar tam 

bém o incremento do título com a utilização do traçador repu-

rifiçado. Trata-se neste caso de v ia melhora na qualidade do 

marcado e não do antissoro. 

Na mesma Fig. 25 pode ser observada uma curva de 

título do antissoro GP2: sangria de 02-87, que apresentou o 

maior título. 

A diluição final de 1:4000, considerada útil pa­

ra ensaio com base nos dados da literatura, permitiu a obten 

ção de uma ligação específica de aproximadamente 15%, que 

mesmo sendo ainda baixa, pode ser usada para a obtenção de 

curvas de RIE, aparentemente de boa qualidade (Pig. 28) cujo 

ED50 e sensibilidade são comparáveis aos valores apresenta­

dos por alguns kits comerciais. Lembramos que em nossas condî  

ções, isto representava -900 cpm no ponto de máxima ligação. 

No 29 Programa de imunização, dos 4 coelhos imu­

nizados, 2 deles (Rb. e Rb~) morreram após 4 meses da Ia. do­

se e apenas o coelho Rb, apresentou um título aceitável após 

7 meses da 1- dose. A curva de título deste antissoro Rb- é 

apresentada na Figura 29. Para este antissoro na diluição fi­

nal 1:6000, conseguimos uma ligação específica maior que no 

caso do antissoro-GP2, porém, não foi possível obter curvas 

sensíveis, comparáveis àquela apresentada na Fi~. 28. £ evi­

dente que a realização de curvas de RIE tornou-se um instru­

mento indispensável para o controle de qualidade dos antis-
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DILUIÇÃO DO ANTISSORO 

Pigura 29. Curva de titulação do antissoro Rb3-IPEM. 

Incubaçao a 49C, durante três dias, con 

I25j JTCT repurif içada e separação can 29Ac 

fiadioassay 
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soros obtidos. 

4.3. Comparação entre antissoros de diferentes procedên­

cias 

Devido ao fato do antissoro-GP-, produzido em 

nosso laboratório apresentar baixa ligação especifica (da or­

dem de 7-10% na diluição final 1:4000) e por não dispor de um 

outro antisscro anti-hCT com um titulo melhor para uso em RIE, 

solicitamos a doação de dois antissoros anti-hCT, ambos pro­

duzidos em coelho, gentilmente cedidos pelo Dr. Ewaldo M. K. 

Russo do Laboratório Fleury, São Paulo, e pela Dra. Elisabeth 

Bucht do Instituto Karolinska, Suécia. 

Os antissoros-IPEN (GP2 e Rb_), antissoro-Fleury 

e antissoro-Karolinska, utilizados em várias etapas do nosso 

trabalho, foram comparados em um estudo intra-ensaio constru­

indo as respectivas curvas de titulo (Fig. 30). 

Pode-se ver que o antissoro Fleury apresenta as 

maiores ligações especifica em geral, enquanto o antissoro-Ka 

3 3 
rolinska ê comparável na região de diluição 1:10 - 1:4x10 

Os antissoros-IPEN (GP2 e Rb,) apresentam claramente ligações 

inferiores. 

Para cada antissoro foi escolhida uma diluição 

que fosse a máxima compativelmente com a obtenção de uma liga 

ção específica aceitável para a construção das respectivas cur 

vas-padrão. Apesar das boas ligações especificas demonstrada 

pelos 4 antissoros, apenas dois deles, os antissoros GP--IPEN 

e Karolinska apresentaram avidez suficiente pelo Antígeno,for 
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Figura 30. Conparaçãb entre as curvas de titulação de 4 diferentes an 

tissoros: GP2(»)
 e Hfc3-IPBI(©) Fleury(*) Karolinska(x) . 

Incubaçãb can l25I-hCT-IPEN repurif içada, durante 3 dias 

a 49C. 
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necendo Curvas-Padrão de alta sensibilidade, quando incubados 

com o nosso marcado. 

A Fig. 31 apresenta 3 Curvas-Padrão com os dois 

antissoros mencionados: GP_ na diluição-final 1:2000 e 1:4000, 

foram realizadas com adição atrasada do mercado repurifiçado, 

a fins de conseguir a sensibilidade máxima possível compatí­

vel com a avidez desses antissoros. A solução padrão foi pre­

parada em nosso laboratório com o produto sintético da CIBA.A 

Tabela 12 nos fornece os dados relativos a essas curvas: va­

lor da ligação máxima do hormônio marcado com o antissoro 

(%B/T) sensibilidade do ensaio, ED50» valor de inclinação da 

curva em proximidade do ponto de dose zero e desvio -padrão (c ) 

das respostas relativas ao ponto de dose-zero. 

Tabela 12. Parâmetros obtidos nas curvas de RIE realizadas 

com os antissoros GP2~IPEN nas diluições final 

1:2000 e 1:4000 e o antissoro-Karolinska na di­

luição final 1:12.000 

Antissoro 

GP2 

GP2 

Karol. 

Diluição 

1:2000 

1:4000 

1:12000 

BA 
(%) 

11,0 

7,2 

13,3 

SENS, 
(pg/ml) 

27,5 

33,0 

12,7 

(pg?Ml) 

440 

160 

245 

Inclinaç. 

0,22 

1,00 

0,40 

c 
(%°) 

5,53 

3,97 

3,23 
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Figura 31. Curvas comparativas de Radioimunoensaio usadas como tet» 

tes para o controle de qualidade dos antissoros GP„ e 

Karolinska.O antissoro GP, foi usado em duas diluições 

diferentes.Pré-incubação de 3 dias ,seguida de adição a 

trasada do marcado e incubação de mais 3 dias;separação 

mediante 20 Ac da Radioassay. 
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Podemos observar claramente nestas três curvas, 

o comportamento do parâmetro sensibilidade ou dose mínima de-

tectãvel. Lembramos que de acordo com a definição de Ekins 

este parâmetro depende de dois fatores: inclinação da curva e 

erro em proximidade do ponto zero. De fato, a curva com maior 

inclinação que aparentemente poderia ser considerada a mais 

sensível, é na realidade a menos sensível das três, provavel­

mente devido ã sua baixíssima ligação específica que conduz 

a um erro maior nas determinações próximas do ponto de dose 

zero. 

A curva relativa ao antissoro-Karolinska além de 

ter boa inclinação apresenta também baixo valor de desvio-pa-

drãc relativo ao ponto zero, proporcionando desta maneira , 

maior sensibilidade. 

Apôs análise dessas curvas e de outras realiza­

das utilizando o antissoro-Fleury, que não apresentou curvas 

de RIE com sensibilidade suficiente neste intervalo de dosa-

gens, chegou-se ã conclusão de que tanto o antissoro-GP2~IPEN, 

como o antissoro-Fleury não apresentariam curvas de RIE de 

qualidade aceitável. 0 primeiro (GP-), mesmo proporcionando 

boa sensibilidade, não oferecia suficiente precisão, por cau­

sa das baixas ligações; o segundo (Fleury) embora fornecesse 

boas ligações, não apresentou sensibilidade suficiente prova 

velmente por causa da baixa avidez (Ka) do antissoro. Por es­

sas razões foi escolhido o antissoro-Karolinska para dar pros_ 

seguimento aos nossos estudos. 

A Fig. 32 apresenta uma curva de título análoga 

do antissoro de referência internacional da Organização Mun-
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Figura 32. Curva de título do antlssoro de Referência da O.M.S., reali 

zada can traçador-IPEN repurificado, em um ensaio oon 3 dias 

de incubação a 49C. 
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dial da Saúde (0.M.S.) recebido somente no fim do presente 

trabalho. Podemos observar que a uma diluição final de 1:2x10 

(aproximadamente 20 vezes maior que aquelas utilizadas em nos_ 

sos ensaios) ainda podemos conseguir ligações especificas úteis. 

Este antissoro-padrão serã no futuro, o melhor instrumento pa 

ra testar a qualidade dos nossos traçadores e antissoros. 

5. Análise das Curvas de RIE obtidas e relativo Controle de 

Qualidade 

5.1. Curvas obtidas utilizando os reagentes preparados no 

IPEN 

A Fig. 28 já apresentada no item 3.2 represen­

ta uma das curvas-padrão construídas com os reagentes prepara 

dos em nosso laboratório :hCT radioiodada repurifiçada em 

EGPA 7%, Padrão-IPEN preparado ã partir do produto sintético 

da CIBA (CIBACALCINA) e antissoro anti-hCT produzido pela co­

baia GP«, utilizado na diluição final de 1:4000. Na Fig. 33 

podemos observar o perfil de precisão intra-ensaio relativo ã 

referida curva-padrão, e avaliar a baixa precisão apresentada 

por este sistema. 

A Tabela 13 apresenta os parâmetros relativos às 

curvas obtidas com os reagentes-lPEN. A sensibilidade das cur 

vas foram calculadas segundo as fórmulas descritas por Rodbard, 

já mencionadas no item 2.7.4. do Capitulo II. 
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Figura 33. Perfil de Precisão intra-ensaio da curwa-padrão construída cem 

reager.tes-IPEJ: antissoro-GP2 na diluição final 1:4000 , 
125I-hCT repurif içada em BfiPA 7% (pico A); padrâb-IPEJ prepara 

do a partir do produto sintético da CISA (CIBACAl£INA ) 



Tabela 13 - Faxinetros obtidos nas curvas de RIE construídos com reagentes-IPEN: 

12bI-hCT repurlfiçada, Antlssoro CP-^"^1^ e Padrâb-IPíN 

Antissoro G?-

(diluiçâo final) 

incut*, 

(dias) 

sensib. 

(pg/fal) 

ED 5 0 

(pgAü-) 
INSB %üo 

1:4000 

1:4000 

1:4000 

1:4000 

1:2000 

X ± 0 

(%CV) 

3 

3 

3 + 3 

2 + 2 

2 + 2 

74,4 

8,9 

10,8 

33,0 

27,5 

30,9 i 26,4 

(05,5) 

330 

(40) 

265 

160 

445 

300 ± 119 

(39,8) 

7,8 

8,2 

6,4 

7,0 

6,3 

7,1 t 0,84 

(11,9) 

7,9 

9,7 

10,2 

7,2 

11,0 

9,2 ± 1,6 

(17,3) 
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Na Tabela 14 estão apresentados os parâmetros rela 

vos ao RIE de Caleitonina, declarados por alguns autores e 

por firmas comerciais: sensibilidade, ED,.0f %NSB, %B, Preci­

são (%C.V.) intra-ensaio e inter-ensaio. 

Podemos observar que o sistema-IPEN permite uma 

sensibilidade suficiente e comparável àquela dos "Kits" impor 

tados. A região de melhor determinação definida pelo ED_- es­

tá em geral, de acordo com a necessidade clínica de discrimi­

nar doses da ordem de 100 - 300 pg/ml. Como jã mencionado, as 

ligações muito baixas, provavelmente devido ã baixa avidez do 

nosso antissoro, são responsáveis pela insuficiente precisão. 

5.2. Curvas de RIE obtidas com o antissoro anti-hCT doado 

pelo Instituto Karolinska e estudo da precisão dos en­

saios 

A Fig. 34 apresenta um exemplo de curva-padrão 

construída com o antissoro-Karolinska na diluição final 1:8000, 

onde se observa uma sensibilidade claramente superior àquela 

da curva obtida com o antissoro-GP2 perfeitamente na região 

de interesse clínico. A Fig. 35 apresenta o perfil de preci­

são intra-ensaio que demonstra claramente a maior precisão, 

obtida com o antissoro Karolinska na região de 50 a 1500 pg/ml 

com C.V. menor que 20% e na região de 110 a 1000 pg/ml com 

C.V. menor que 10%. 

A Tabela 15 apresenta alguns parâmetros típicos 

das curvas de RIE, obtidos utilizando o antissoro doado pela 

Dra. Bucht do Instituto Karolinska. 



Tabela 14 - Valores da sensibilidade, H>>0' NSB' *° e c,v* ü**1* e inter-ensaio, declara­

dos por algvxis autores e por firmas comerciais, obtidos no RIU de hCT 

Autores e fir­

mas comerciais 

Leftos (1971) 

Bucht (1986) 

Emtertsen 

(1932) 

D.P.C. (1986) 

Nichols (1986) 

H*C (1984) 

Cartherwood & 

Deftos (1984) 

Sensib. 

(pg/tol) 

10 

8 

24 

16 

3-5 

15 

1.3 

^ b ü 

(pg/tol) 

90 

130 

140 

313 

25 

lbO 

10 

NSB 

% 

-

2,0 

2-3 

0,5 

1.9 

2.7 

4,0 

Bo 

% 

-

27 

30 

33 

31,5 

49,0 

34,7 

Precisão 

intra-ensaio 

(% C.V.) 

10% 

10 

4-6% 

3-8% 

6-8 

6-8 

15% 

Precisão 

inter-ensaio 

(% C.V.) 

20% 

16 

10-13% 

6-10% 

a-12 

4-16 

31% 



B/BIQX 100 104. 

100 300 500 700 900 1100 1270 

pg hCT/ml 

Figura 34. Curva-Padrão construída com Reagentes-IPEN e antissoro-Karolins 

ka na diluição final 1:8000; 3 dias de pré-incubacão e 3 dias 

de incubação con 125I-hCT-IPEJ repurifiçado. Separação can 29 Ac 

Radioassay. Sensibilidade: llpg/ml 
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Tabela 15 - Parâmetxos obtidos nas curvas de RIE construídas 

oom reagentes-IPEW e antissoro-Karolinska 

Diluição 
Sensib- ED,-n NSB Bo ACQ 

final a u 

1:12000 

1 : 3000 

1: Ü000 

1: 8000 

1 : 8000 

1: C0Ü0 

1: 8000 

1: 8000 

1: 8000 

X ± o 

(%C.V.) 

12,7 

7,8 

(119,0) 

29,2 

29,9 

11,0 

26,5 

27,3 

13,6 

17,2 ± 6 , 8 

(51,3) 

239,4 

250 

190 

360 

255 

170 

225 

190 

275 

240 

± 57,1 

(23,8) 

6,0 

13,2 

13,4 

17,8 

15,0 

8,6 

11,2 

6,7 

8,7 

11,2 ± 4,0 

(35,6) 

13,3 

21,8 

21,2 

17,9 

26,6 

26,9 

34,9 

22,4 

23,1 

24,6 ± 5,3 

(21,7) 

-

-

-

-

325 

3fi5 

292 

320 

330 

32f,,4 ; 

( 8 , 
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Pelos dados observados com esse antissoro e com 

o nosso marcado repurifiçado, podemos notar que os valores de 

ED_0> sensibilidade e %B são comparáveis àqueles declarados 

por alguns dos principais autores e por algumas firmas comer­

ciais . 

5.2.1. Reprodutib11idade intra-ensaio 

Na Tabela 16 é apresentada a reprodutibilidade 

de 6 amostras controle de qualidade (A.C.Q.) com teores de bai 

xo ã alto de Caleitonina, dosadas, em triplicatas no mesmo en 

saio, em curva análoga àquela apresentada na Figura 34. 

5.2.2. Reprodutibilidade inter-ensaio 

Na Tabela 17 são apresentados os resultados de 

reprodutibilidade de 4 amostras controle de qualidade, conten 

do d; baixo ã alto teor de Calcitonina, dosadas em quatro en­

saios consecutivos, com a finalidade de avaliar a precisão in 

ter-ensaio do método. A Tabela 17 apresenta também os valores 

dos parâmetros EDg0, ED_Q e ED2n'
 q u e i n d i c a m u m a maior esta­

bilidade inter-ensaio na região de dosagem médio-alta. 
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Tabela 16 - Analise da precisão intxa-ensaio 

dose _ C.V. 
Amostras %B/fco X o 

(pg/ml) (%) 

K^ 

ACQ2 

AOQ3 

32,20 

84,07 

85,93 

81,62 

82,72 

84,38 

74,45 

70,48 

69,90 

76,17 

69,03 

61,95 

78,40 

74,10 

65,90 

107,05 

124,00 

126,57 

69,05 

72,83 

119,21 

7,1 10,29% 

6,35 8,72% 

10,6 8,90% 

48,56 246,12 

AOQ4 49,20 241,49 233,63 17,76 7,6% 

53,40 213,29 

350,36 42,59 12,14% AO05 

Acqg 

34,57 

34,98 

41,74 

22,45 

24,08 

22,83 

377,91 

372,92 

301,76 

589,58 

551,05 

583,79 

574,81 20,78 3,61% 
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Tabela 17 - Análise da precisão inter-ensaio 

Amostras X o % C.V. 

ACQ2 

AOQ3 

AOQ^ 

ACQ^ 

EPso 

^ 0 

^ 2 0 

73,7 

133,5 

311,0 

635,0 

55,7 

251,2 

791,5 

10,3 

28,7 

40,3 

65,7 

13,1 

42,6 

47,4 

13,9 

21,5 

12,9 

10,3 

23,4 

17,0 

5,0 

Também a precisão Inter-ensaio, pode ser conside 

rada relativamente aceitável, quando comparadas com os valo­

res declarados na Tabela 14. 

5.3. Calibração do Padrão-IPEN e controle da exati­

dão dos ensaios realizados 

0 Padrão-IPEN, preparado em nosso laboratório a 

partir da preparação sintética da CIBA (CIBACALCINA), foi ca­

librado contra o Padrão do "Kit" da Diagnostic Products Corpo 

ration (Padrão-DPC), que por sua vez foi calibrado contra o 

st 
Padrão de Referência Internacional da O.M.S. (1 Internatio­
nal Reference Preparation of hCT for Bioassay, 70/234) que re 
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cebemos recentemente do "National I n s t i t u t e for B i o l o g i c a l 

Standard and Controls" - NIBSC, Inglaterra . 

Foram rea l i zados 3 ensaios nos quais construímos 

duas curvas: a primeira com o Padrão-IPEN e a segunda com o 

Padrão-DPC. Pelo va lor da razão dos ED , ca l cu lou- se o fa tor 

de ca l ibração , ou s e j a , a Potência Relat iva do Padrao-IPEN 

(Tabela 1 8 ) . 0 va lor médio encontrado por e s s e s 3 ensaios f o i 

de 0,71 + 0 ,14 . 

Tabela 18 - Valores determinados da Potência Relat iva do Pa­
drão-IPEN, em n=3 e n s a i o s , contra o Padrão-PC 

Ensaio ED50 ED50 Bot» Relativa 

nç Padrão 1 a ? 0 Padrão 2*fio do Padrão-IPEN 

1 

2 

3 

X ± o 

(%C.V.) 

240,6 

153,5 

209,8 

277,0 

238,3 

350,0 

201,3 ± 44,2 238,4 ± 56,7 

0,87 

0,64 

0,61 

0,71 ± 0,14 

(19,7) 

Consideramos a preparação-IPEN como um padrão s e 

cundãrio, mesmo tendo s ido calibrado contra um padrão comer­

c i a l secundário. Obviamente, nossa próxima cal ibração será 

real izada contra o padrão primário da O.M.S., recém-recebido. 
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O estudo da exatidão f o i r e a l i z a d o , comparando 

valores das Amostras Controle de Qualidade de teor médio (ACQ-

-DPC m) e a l t o (ACQ-DPC a) do "kit" D.P.C. e de uma amostra 

de teor baixo preparada em nosso laboratór io (ACQ-IPEN), com 

os va lores determinados com o sistema IPEN. Os valores de r e ­

ferência das ACQ-DPC são declarados pe lo produtor, enquanto 

o valor de referência da ACQ-IPEN b , f o i determinado em outro 

laboratór io mediante sistema-DPC. Na Tabela 19 são apresenta­

dos os va lores declarados ou determinados mediante s i s tema-

-DPC e os valores determinados no sistema-IPEN, sendo e s t e s 

ú l t imos , a média de p e l o menos 5 ensaios consecut ivos . 

Tabela 19 - Anál ise da exatidão 

Valores declarados ou 

Amostra determinados mediante 

"Kit" comercial 

X ± a 

Valores determinados 

no sistema-IPEN 

n X ± o 

IPEN/Kít 

Fator 

ÍCQ-IPEN b 

ACQ-DPC-m 

ACQ-DPC-a 

42,0 

96,0 

1,7 

3,5 

363,0 19,5 

5 53,6 17,2 , 1,28 

6 133,5 28,7 1,39 

6 344,2 22,9 0,95 

Coef.Correlação- 0,9704 

Inclinação^ 0,85 

Como podemos observar pelos dados obtidos neste 

primeiro estudo sobre exatidão, em que somente 3 amostras fo­

ram analisadas, embora num número elevado de ensaios, existe 

uma boa correlação entre os valores declarados ou determina-
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dos pelo sistema-DPC e aqueles determinados no sistema-IPEN 

(P<0,001). 0 "bias" existente, de aproximadamente 30-40% pa­

rece afetar mais a região dos valores médio-baixos. Por falta 

de tempo e de materiais, não foi possível, neste estudo, ana­

lisar a exatidão relativa a um número maior de soros de indi­

víduos normais e com alto nivel de CT. 
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IV. DISCUSSÃO 

O objetivo principal do presente trabalho ê a 

preparação dos reagentes necessários para o Radioimunoensaio 

de Calcitonina humana e sua utilização na padronização da re­

ferida técnica para posterior aplicação clinica ao diagnosti­

co precoce do Carcinoma Medular da Tireóide. Excluindo o ant£ 

geno frio (hCT sintética) cuja tecnologia de preparação foge 

da nossa competência, podemos afirmar que os principais 

reagentes necessários foram preparados aqui em nosso labora­

tório: Calcitonina radioiodada, padrão secundário de referên­

cia e antissoro anti-Calcitonina. Os referidos reagentes per­

mitiram a obtenção de curvas suficientemente sensíveis para 

este tipo de ensaio em que a determinação é efetuada em ní­

veis da ordem de 100 - 400 pg/ml. 

No que se refere â preparação do antissoro anti-

-Calcitonina, por razões de custo das instalações, dos ani­

mais e dos reagentes (especialmente da Calcitonina sintética) 

não foi possível partir com um programa de imunização que pre 

visse a utilização de muitos animais. Das 3 cobaias que fo­

ram imunizadas, somente uma forneceu um titulo aceitável, apa 

rentemente com boa avidez. Do total de 5 coelhos imunizados, 
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também apenas um forneceu um antissoro com titulo útil, sem 

porém possibilitar a obtenção de curvas dentro do intervalo 

de sensibilidade necessária. 

0 único antissoro-IPEN, obtido em cobaia (GP-) e 

utilizado neste trabalho, apresentou um titulo que permitiu o 

seu uso dentro do limite inferior dos valores de diluição apre 

sentados na literatura. Sua utilização em ensaios posteriores 

poderia ter sido possivel, porém não foi considerada viável 

devido às baixas ligações especificas (7-10%) que teriam exi 

gido longos períodos de contagem. De fato, a dificuldade de 

obtenção de um antisscro de avidez suficiente que pudesse apre 

sentar uma alta constante de afinidade (Ka) na reação Antíge-

no-Anticorpo, ao ponto de permitir sensibilidades da ordem de 

10-50 pg/ml, ficou comprovada durante a realização do nosso 

trabalho. Em nosso Pais, um único antissoro anti-hCT de produ 

ção nacional se demonstrou disponível e em nossas condições 

de ensaio não pôde proporcionar uma sensibilidade daquela or­

dem, embora permitisse a obtenção de ligações especificas bem 

maiores que o GP--IPEN. 

Entre os antissoros importados, o único comer­

cialmente disponível do qual nós tivemos conhecimento foi o 

da Cambridge Research Biochemicals (Cambridge, Inglaterra)que 

além de custar aproximadamente US$ 90,00 para 250 tubos, apre 

sentou uma capacidade de ligação quase nula quando foi 

testado em nosso laboratório, após mais de duas semanas da ex 

pedição, talvez em condições inapropriadas. Ao contrário, o 

antissoro doado gentilmente pela Dra. Elisabet Bucht, do Ins_ 

tituto Karolinska, de Estocolmo (antissoro-Karolinska) demons_ 
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trou ser o melhor entre todos os antissoros por nos analisa­

dos e foi escolhido para dar prosseguimento ao trabalho, en­

quanto não fosse solucionado o problema da produção nacional 

de um antissoro de qualidade claramente superior ao GP--IPEN. 

Entre os resultados obtidos neste estudo de com­

paração, achamos interessante aqueles relativos ao RIE reali­

zado com os dois antissoros, o GP_ e o Karolinska, um dos 

quais (GP_) em duas diluições diferentes (Fig. 31) e sua rela 

ção com as sensibilidades obtidas. A conceituação teórica re­

petidamente comentada por Ekins em seus trabalhos e in­

cluída na formulação de Rodbard sobre sensibilidade ' por 

nós utilizada, está aqui claramente demonstrada na prática. A 

sensibilidade depende do erro nas determinações próximas do 

ponto zero e da inclinação da curva. Na figura, de fato, pode-

-se observar que a curva de maior inclinação será aquela de 

menor sensibilidade, devido ao alto valor do desvio-padrão no 

ponto zero, causado pelas baixas ligações enquanto a curva 

mais sensível será exatamente aquela que une uma boa inclina­

ção ao menor erro no ponto zero. 

Com relação à preparação do produto marcado (Ca_l 

citonina humana sintética radioiodada) podemos afirmar que, 

de acordo com os resultados obtidos o produto IPEN após repu-

rificação, é equivalente aos melhores traçadores importados 

disponíveis comercialmente. Utilizando antissoros de qualida­

de comprovada (Tabela 8) o nosso marcado repurificado apresen 

tou uma capacidade de ligação da mesma ordem daquela apresen-
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tada pelo traçador importado da mesma firma. Suas ligações ao 

antissoro fornecido pelo Instituto Karolinska foram também da 

(7 8) 
mesma ordem (20-30%) daquelas declaradas pela Dra. E. Bucht ' 

responsável por sua produção e utilização naquele Instituto, 

chegando até 40% de ligação com o antissoro-de-referência in-
4 

ternacional da O.M.S., na diluição final 1:2x10 . 

As técnicas de marcação que utilizam cioramina 

T (Clássica e Estequiométrica) não apresentaram diferenças 

substanciais para este hormônio e logo foi adotada a primeira 

por ser mais prática e rápida. 

125 A purificação do traçador ( I-hCT) logo após 

marcações, realizada por vários autores em colunas de troca-

iônica ou filtração em gel para baixos pesos moleculares, foi 

por nós padronizada em colunas de Sephadex G-50 M, para pesos 

moleculares médios, modificando assim a metodologia corrente. 

Isto permitiu uma melhor purificação e determinação da ativi­

dade especifica pelo método da análise da mistura da reação. 

Comparando as Figs. 14 e 15 ê claramente visível a diferença 

125 

entre a posição e a forma dos dois picos de I-hCT, no se­

gundo caso, evidentemente mais simétrico, em posição mais es­

pecifica e conseqüentemente mais puro. 

Um teste de liofilização realizado após esta prî  

125 meira purificação do I-hCT em Sephadex G-50 M, mostrou tam 

bem resultados positivos, comprovando a completa preservação 

de atividade imunolõgica e fornecendo portanto uma forma ideal 

de estocagem e eventualmente, de transporte. 

Do nosso ponto de vista, a técnica de repurifica 

ção do traçador em gel de poliacrilamida (EGPA 7%) é talvez a 
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parte mais original introduzida nesta metodologia de prepara­

ção de reagentes para o RIE de hCT. Como já foi mencionado, 

existem na literatura várias técnicas que permitem uma 

125 

I-hCT mais livre do produto frio (hCT) e das formas poliio 

dadas e conseqüentemente mais próxima do hormônio monoiodado 

homogêneo, que apresenta características ideais de estabilida 

de e atividade específica. Não tendo condições de realizar 

uma comparação entre as referidas técnicas, opt amos para a utî  

lização da EGFA que, pelo que ê de nossc conhecimento, nunca 

foi utilizada antes para este fim. Os resultados obtidos fo­

ram claramente positivos e as vantagens oferecidas por esta 

técnica são: 

a) Flexibilidade e praticabilidade de execução 

com baixo custo operacional. 

b) Rapidez de execução com tempos geralmente in­

feriores àqueles necessários nas técnicas cromatogrãficas tra 

dicionais. 

c) Possibilidade de aplicação de várias amostras, 

a partir de um volume mínimo (microlitros) até 2 - 3 ml, e 

com um número mínimo de contagens até altos valores de radio­

atividade (~lmCI), em cada corrida. 

d) Realização simultânea de um tipo de controle 

de qualidade relativo â composição eletroforética do traçador 

em exame. Observamos a este respeito, a comparação entre tra­

çador es de várias origens apresentada nas Figs. 19, 20, 21 e 

22. 

e) Possibilidade de permitir um estudo futuro de 

identificação dos vários picos a fim de caracterizar e purify 
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car o pico da Caleitonina monoiodada. A nossa suposição basea 

da nos dados apresentados na Fig. 23 ê que a Caleitonina mono 

iodada possa tratar-se do pico A. Somente uma exata determina 

ção de sua atividade especifica, pelo método do "self-displa­

cement" poderá porém confirmar esta hipótese. 

Uma desvantagem da técnica de repurificação pa­

dronizada é a introdução de um fator de instabilidade no tra-

çador repurifiçado. De fato, foi observada uma maior instabi­

lidade do produto repurificado com relação ao não-repurifiça­

do (dados não apresentados) que merece posteriores investiga­

ções. E. Bucht(8), A.H. Tashjian(62) e outros autores39,22,31) 

declaram em seus trabalhos uma instabilidade mais acentuada 

do produto marcado, após 3-4 semanas. 

Ainda quanto ao método de purificação, vale a pe 

na mencionar a possibilidade de utilização de técnicas mais 

modernas como cromatofocalizaçao e HPLC com coluna de silica 

cem fase reversa. Nosso laboratório recebeu recentemente este 

último aparelho e esta técnica está em fase de padronização. 

Um dos primeiros programas relativos ã sua utilização será 

exatamente a comparação entre a técnica de repurificação da 

125I-hCT em EGPA e HPLC. 

Embora tenha uma importância indireta na realiza 

ção do presente trabalho, achamos interessante ressaltar tam­

bém a aplicação da EGPA ã análise do antlgeno puro, mediante 

leitura densitométrica dos géis, em luz ultravioleta (U.V.). 

Ela poderá ter maiores aplicações e desenvolvimento futuros, 
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especialmente na análise qualitativa e quantitativa da Calci-

tonina sintética. Não temos conhecimento de outros autores que 

tenham determinado o Coeficiente de extinção desta proteína 

por densitometria em luz U.V., o que poderá permitir estudos 

e comparações de pureza entre diferentes preparações, de ma­

neira mais rápida e não-destrutiva. Lembramos de fato que a 

EGPA por densitometria em U.V. permite a determinação e recu­

peração de bandas protêicas sem necessidade de coloração, pre 

servando portanto a atividade biológica do produto. 

O estudo sobre a pureza eletroforética da hCT 

doada pela CIBA, juntamente com os resultados obtidos em sua 

determinação radioimunologica, levaram ã preparação da nossa 

primeira solução-de-referência (Padrão-IPEN). Esta preparação 

liofilizada deverá permitir a análise de sua estabilidade ao 

longo do tempo e de sua aplicabilidade em nossos sistemas in­

tra e interensaio de Controle de qualidade. 

Quanto ao valor do fator de calibração encontra­

do para o Padrão-IPEN, teoricamente deveria ser aproximadamen 

te igual a um, pois o Padrão de Referência Internacional foi 

preparado também com o produto sintético da CIBA. 0 fato de 

ter calibrado nossa solução-de-referência (Padrão-IPEN) con­

tra um Padrão secundário (Padrão-DPC) pode ter ocasionado uma 

maior imprecisão, ou então o produto pode ter perdido parte 

de sua potência imunológica, devido ao longo tempo de estoca-

gem, ou devido à técnica de liofilização. Obviamente, tendo 

recebido recentemente da 0.I1.S. o Padrão de Referência Inter­

nacional (n9 70/234) a calibração do Padrão-IPEN deverá ser 

repetida com relação a esta preparação primária. 
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Com relação ã padronização das nossas curvas de 

RIE, lembramos o estudo realizado para a escolha de uma técni 

ca mais eficiente de separação do antigeno livre e ligado ao 

anticorpo, que porém não permitiu a obtenção de ligações ines 

pecificas tão baixas quanto o esperado. A Dra. E. Bucht de­

clarou para seus ensaios, valores de ligações inespecificas da 

(8) 

ordem de 2% . Os nossos valores de 4-6% nos melhores en­

saios, merecem uma ulterior investige-~.o para eliminar talvez 

um dos principais fatores que ainda limita a precisão dos nos 

sos ensaios. 

A utilização dos perfis de precisão revelou-se um 

instrumento útil de controle de qualidade dos nossos ensaios 

e também dos nossos reagentes. Devemos porém objetivamente re 

conhecer que a precisão obtida, especialmente no interensaio, 

ainda não é satisfatória e o nosso trabalho atual está espe­

cialmente dirigido ã obtenção de coeficientes de variação in 

terensaio inferiores a 10-15%, em toda a região de dosagem. 

A nosso ver, a origem desta irreprodutibilidade, certamente 

mais elevada que aquela encontrada na padronização do RIE de 

outros hormônios, está especialmente relacionada ã instabili­

dade da Caleitonina marcada ou também da fria, como pode indî  

car a Fig. 16. Também as altas sensibilidades necessárias pa­

ra este tipo de diagnóstico nos obrigam a trabalhar em condi­

ções de alta instabilidade, devido às concentrações extrema-

(9) mente baixas dos reagentes , As repetidas tentativas de solu 

cionar este problema nos afastaram um pouco da aplicação fi­

nal do presente trabalho, que deverá ser um estudo sobre a 

exatidão do método e sua aplicação clínica ã determinação do 
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nível de Caleitonina em condições basais e sob estimulo. De 

fato, como podemos observar na Pig. 36 (última) todo o nosso 

trabalho foi realizado visando especialmente uma independên­

cia nacional na produção destes reagentes, a partir exclusiva 

125 mente de uma doação de Caleitonina sintética humana, de I e 

da aplicação de "know-how" adquirido anteriormente. Todo o 

nosso sistema de controle de qualidade de antissoros e traça-

dores foi baseado, em última análise somente sobre esta limi­

tada disponibilidade de matéria-prima. O mesmo Padrão Interna 

clonal de Caleitonina (70/234) da OMS e o Antisscro Padrão fo 

ram conseguidos quase no final deste trabalho. 

Em conclusão podemos afirmar que as metas pro­

postas foram atingidas e em condições de muita economia.Apro 

veitando do "know-how" adquirido e com uma maior disponibili­

dade de tempo e recursos, para chegar a uma aplicação clinica 

altamente qualitativa, deverão ser enfrentados os problemas 

principais evidenciados ao longo do trabalho: instabilidade 

dos reagentes utilizados, altas ligações inespecíficas, baixa 

avidez dos anticorpos produzidos. 
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