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ENSAIO MUNORAMltfTMro

HUMANA (HTSH) OBTBO UBÊÊÊMTE A DBITVV^ÇAO E MMMZAÇAO

DE LIGAÇÕES MESPECÍFICA8

•Oi

idmURcadat como tando ura produto da interação anlra uma lorma aHtrada do

anticorpo monoclonal anti-hTSH radiok>dado (i2SMnAB) • • partfcute d» caluloM

maonética nfto acoplada (matriz). Aparantemante aate forma da m mAB a um

crematoorafia #m Saphadax 6-200 a além dteto minimizado através da uma pré

kicubaçfto timptes com a mstma matriz. Saturação dafasa sóRda com proteínas

do iaHa, attocagam do fraçador a 4oC a atfcéo da soro durante a incubaçfto

foram também considsradas particutarmante sftttvas na pravançfto da sua

formação.

Estas condições foram utilizadas para qua houvssss uma diminuição

raprodutfval das Noacõss inaspacíficas para valores <0,1% (ou <70cpm),

aumantendo assim a razão sinakuído (Beo^Bo) para valores da 300-500. Dasta

manaira obUvamos radtoansaios da hTSH com ssnsibilidadss funcionais da

aproximadamsnte 0,05mUI/L a ssnsibilidadss analiticas da ontem ds 0,02mUI/L,

qua os ctofsiftcam psto manos antra os msfioras ansaioa da 2" osraçfto a

axcatontes pare IRMAs maonéticos. Um calculo mais otimista da tsniioiiidsus»

bassado na dtflnício da Rodbard, fomacau vatoras cte até 0,008mUI/l.

Rassattamos também qua tais sansibilicladas foram obtfdas da uma manaira



ABSTRACT

An IRMA of hTSH, basad on magnaoc sosd phasa

studtd aapadaay for what concams its non apacMc bjndsiojs» Tnasa waro

anIMiTSH monoclonal antibody (USNnAB) and ma uncouptod

osffulosa partida (tnatrb^. Apparantty M s form of m i mAB is a 1yps of J

that can bs partly nuolvad from tha main paak on Saptiadax Q-200 and furtnar

mininiiiad via a sinpjla pfa-incubatfon vritti ths sama matrix. Sold phaas saturation

with inHk pfotsins, traçar ttorapja at 4oC and saram addition durincj incubation

wars also found particularly affacuVs fn pravantinoj Rsfonnation.

Thass findings wars usad in ordsr to rtprodudbly dacraass non spacsic

bindings to vsJuas <0.1% (or <70cpm). Increasing thus ths aignaMo-noisa ratio

(Beo/Bo) up to valuas of 300-500. This way ws obtaJnad hTSH radtoassays with

functional aansioviaas of about 0.05m)U7L and analytical sansithritias of tha ordar

of 0.02mlU/L, which classify tham at laatt as among ma bast 2 * ganaration

assays and that aro sxcsllsnt indaad for magnstfc IRMAs. A moro optimistic

ssnsitivity calculation, basad on RodbarcTs definition, providsd valuas down to

0.008mlu7L Such sansittvitias, moroovar, wars obtaJnad in a vary raprodudbta

wsy and sll ovar tha ussful trocar llfa.
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INTRODUÇÃO

O hormônio humano esomulaclor da tireókto (hTSH) ou tireotraflna é

uma gücoproteína formada por duas subunidades (aia • beta) nio

covalenteiiiente ligadas. A subunidade ata é comum aos outros dois hormônios

glicoproteícos (foKculo-estimulante e hAetnóante) da hipórne anterior; seu peso

molecular é de 2O-22kd correspondente a 32 aminoécido» no ser humano. A

subunidade beta é única para cada um desses hormônios e confere a

especificidade biológica: possui aproximadamente 112 arninoécidos, com peso

molecular de 18kd (77,81).

Este hormônio possui ação reguladora sobre o eixo hipotálamo-

pHuitario-tireóide, estimulando a produção e a secreção dos hormônios

tireoideanos (triiodotíronina e tiroxina).

A secreção do hTSH é controlada pelo hormônio liberador de

tireotrofina (TRH), um tripeptídeo hípotalâmico e pelos hormônios tireoideanos,

através de um mecanismo de retro-regulação. Quando há diminuição dos níveis

dos hormônios tireoideanos na circulação, ocorre um aumento da concentração

sérica de TSH, como acontece no hípotireoidismo primário. Por outro lado, uma

elevação nos níveis de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) acarreta a supressão da

secreção de TSH, resultando em concentrações inferiores'as dos indivíduos

normais (de 0,6 a 4,6 mUI/L de hTSH) nos casos de hipertireoidismo (44,77).

Em condições normais, as concentrações de hTSH circulantes são

similares em ambos os sexos, sendo os valores mais altos encontrados nas

primeiras semanas de vida. A secreção desse hormônio obedece a um ritmo

circadiano, com níveis maiores durante a noite, o que não influencia a utilidade

clínica da sua determinação, desde que observado o horário da retirada de

amostras sangüíneas, permitindo assim o estabelecimento de intervalos de

referência para indivíduos normais (eutireoideos), hipertireoideos ou



hjpotireoideos (29.38.82).

Por estas razões, a determinação do hTSH no soro ou plasma tem sido

considerada, desde a introdução de vário» ensaios imunomètricos comerciais na

metade da década de 80, um teste tpeoideano bawtante svnptes. sensível e

especifico (14. 50. 80). Os ensaios imunomètricos sio notoriamente mais

sensíveis que os rariomunoensaios convencionais, a sensfeüdade reportada

pela literatura podendo ser definida como anaKtica ou funcional. Geralmente são

considerados capazes de distinguir os indivíduos normais da grande maioria dos

casos de hipertireoidismo, cujos níveis de TSH geralmente são nferiores a

0,01mUI/L (33, 38. 42, 65. 68. 80). visto que nâo é discutível o seu valor

diagnóstico para o hipotireoidismo primário. Consequentemente, sua utiBzação

como um teste inicial na avaliação da função tireoideana em pacientes ou na

triagem de recém-nascidos para o Npotireoidismo congênito (neonatal) tern

adquirido grande importância (3.8.21,36.61).

A sensibilidade analítica (limite de detecção) para um ensaio de hTSH é

definida pela American Thyroid Association (ATA) como sendo a concentração

correspondente a média mais ou menos 2,5 vezes o desvio-padrão (DP) da

resposta equivalente a multireplicata» da dose zero. quando realizada num intra-

ensaio (29). O número de muKireplicatas (n) não é categoricamente definido, mas

a maioria dos autores utiliza geralmente entre 8 e 20 replicatas (33, 43, 46, 47,

56,70). 0 fator que multiplica o desvio-padrão também varia de 2 a 3DP (25, 31,

43, 48, 59). Por outro lado, a sensibilidade funcional é definida, por alguns

autores, como a menor dose na qual o coeficiente de variação (CV) inter-ensaio é

10% ou menor (69, 82), enquanto outros utilizam um CV entre 10 e 20% (8, 29,

48,57,70), o que dificulte a inter-comparação dos valores reportados.

Uma classificação interessante e bastante utilizada para os vários tipos

d* imunoensaios de hTSH é aquela baseada em três gerações ou etapas de



desenvolvimento e que foi introduzida por Spencer e coL (70), na qual cada nova

geração de ensaio apresenta uma memora de aproximadamente 10 vezes no

desempenho funcional sobre a geração prévia. Foi ainda recentemente

reportada, pelo mesmo grupo de pesquisa (71), uma quarta geração de ensaios,

que envolve a adição d» urna etapa de saturação da fas» sólida ao ensaio

A^^^^^h^^^&Bs ^^^^B^^^BB^BH^B^^B^BB^BBa^^Bk BrBlB^^^^Sft^Bl̂ Bk^B ^BH^B^ S^B^^Bl̂ B^dBh^^BÎ Bh ^^^^Bk^B^B^^B^M^h^Bh ^ ^ A A A A ^ A ^ M A — ^ ^ ^ ^ ^B^~ ^^BBil̂ ^B^^BB^BBk BB^̂ B^̂ Lfl̂ ^BB»

qunvomnmescerne \ IUMAJ oe wrce»a geração, anesnormenai avaaaoo peios

mesmos autores (70). Assim, de acordo com esta dasstlcação. teríamos os
^s^^Ha^^is s^^p^p ^BvSvev^Bv^v s s ssat^ose s sv^ev ^ ^ ' v ^^^a^e SVPVB^V^^P%BVSVBIHS' BWBS ^VM^R^V ^v ie a t o e i s w VJÉV^W^SS aa^e^w*a^ejMs^MBF ve^Sr

ensaio: 1-2mUI/L (primeira geração); 0,1-0,2mUI/L (segunda geração); 0,01-

0,02mUI/L (terceira geração); 0,001-0.002mUI/L (quarta geração). Lenibrarnos

^Bk^BlBÎ B^^BBk 4^B1 ft^Bh fli^^^ ^^BVh^BF^Bi ^•^Bk^B^^Bk^Bh L ^B^flfeflMB^Bj^^Bh^fc ^Br̂ BkM^B^BBBk ^ B I ^ B B V ^ B B ^ ^ ^ B I ^ B ^ B ^ ^BB^BlMlBBb^^B4^K ^ãl^Bk A A H k M k á W M A ^ j A j l A

porem que, no caso uestas gerações serem aenrmas auaves oa sensaNeoaoe

anafitica, teremos valores de sensibilidade aproximadamente 5 vezes maiores.

Um exemplo é o ICMA da terceira geração, descrito por Spencer (70), que

mostrou possuir a capacidade de atingir valores de sensfcilidade para o hTSH

das seguintes ordens: sensibilidade analítica de 0.003mUM. e serwoiWade

funcional de 0.018 mUI/L A sensibilidade analítica foi determinada utilizando 8

replicates intra-ensaio da dose zero e a funcional com um CV inter-ensa» de

20%.

Com o desenvolvimento destes ensaios capazes de determinar

concentrações mais baixas de TSH e normalmente classificados como de terceira

geração, surgiram os termos "ultra-sensível" e "super-sensíver.que são algumas

vezes erroneamente utilizados para estes sistemas (50). Numa tentativa de

diminuir a confusão gerada sobre a denominação dos sistemas, a American

Thyroid Association (29,80) recomenda que, para um ensaio de hTSH ser

declarado como verdadeiramente sensível e com potencial para uso clínico como

teste diagnóstico primário da função tireoídeana, o mesmo deveria estar de

acordo com cartas normas analíticas a da desempenho relativas aos principais

parâmetros que caracterizam um imunoensaio • que são expostas a seguir

definidas acima, com a recomendação de

C C « : c : í C W r T - : CF F » ' - -" KUCIEAH/ÍP • W »
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- precisáo: o CV Mar-ansaío dava ser de 10 a 15% a preferencialmente <20%

para concentrações da TSH ao redor da 0,1mUVL;

(urgaruzaçao MUTKMI oa aauoo) ou watt* {lesojcai itesearcn \*mwm), aevom

- Mnaanoaoaov iMponi . os rasuaaooa manvoaai nnusuas, oauraas no I I I M I I I U

tainpfe(a«wyo»içiodatladavaaardadaradapatelbrnacad^

diluição da preparação padrão, davam sar paralstei * curva dosa-rasposta

dentro de ±10%;

davam sar recuperadas em ±10% ao longo da todo o intervalo da trabaffio do

ensaio;

- liQaçâo cruzada: com os hormônios fbKculo estimulante, kiteinizante a

gonaüotrófico, deve ser <0,1%;

- efeitos da matriz: soros da pacientes com suspeita de hipertfreoidismo davam

estar dentro de ±5% do sinal fornecido pela dosa zero da preparação de

referenda.

No caso dos radioímunoensaios (RIA) clássicos, onda o esquema de

ensaio baseia-se na competição entra o antígeno "frio" (no caso hormônio náo

marcado) a o mesmo antígeno marcado com 12S| (traçador) por uma quantidade

limitada da sítios da ligação do anticorpo, tem-se para o hTSH um limite da

detecção analítico da ordem da 0.5 a 1,0mUI/L (10,14, 25, 57). Desta modo, o

RIA é classificado como sendo da primeira geração a tem sau uso restrito para a

avaliação da concentrações da hTSH relativamente sitas, visto qua sua

sensibilidade náo parmtta o diagnóstico do Mpartfreoiditmo. Com astes

MCXV.'l Cf ff.rr.GfA NUCLEAR/SP. IPD»
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esquemas competitivos de ensaio, o diagnostico tomou-se difícil uma vez que

uma fração substancial dos indivíduos normais possuem concentrações séricas

de hTSH abaixo do limite de detecção do RIA. Mesmo para os RIA otimizado»

com a finalidade de aumentar a sensibilidade, os resultados obtidos em geral não

são clinicamente satisfatórios ou demandam ensaios muito demorados (2, 6.64.

66). Este problema acarretava a necessidade constante da utilização do teste de

estímulo pelo TRH, associado ̂ determinação dos hormônios tireoideano» (T3 e

T4). para a obtenção de um diagnóstico definitivo (45).

Com o advento dos anticorpos monodonais a partir de 1975 (37). foi

possível uma melhora da especificidade e sensibilidade do ensaio

Ímunoradiométrico (IRMÃ), um sistema que Já havia sido anteriormente descrito

por Miles e col. (49). 0 aumento do intervalo de trabalho, da especificidade e da

sensibilidade está principalmente relacionado com o próprio esquema de ensaio,

no qual podem ser utilizados dois ou até mesmo três anticorpos monodonais, ao

invés do único anticorpo policlonaí utilizado nos radioimunoensaio» (9, 50. 59).

Numa das configurações mais utilizadas para o IRMÃ, denominada doís-sítios

tipo "sanduíche", um anticorpo, geralmente monoclonal, é radioiodado (anticorpo

de detecção) e utilizado em excesso no ensaio, o que favorece cinetícamente a

reação de ligação entre este anticorpo e o hTSH que funciona como antígeno. A

separação entre a fração ligada a a livre em geral é realizada utilizando um outro

anticorpo (monoclonal ou policlonaí), que encontra-se ligado a uma fase sólida e

que tem afinidade por um sítio antigênico diferente da mesma molécula de hTSH

(20,29).

Estes ensaios imunoradíométricos clássicos de segunda geração

possuem sensibilidade analítica entre 0,01 e 0,10mUI/L, ou seja, um limite de

detecção aproximadamente 10 vezes maior do que o do RIA (70,80).

Mais recentemente, com a tecnologia alternativa da marcação com

compostos não isotópicos, apareceu a terceira geração de ensaios , que

apresenta sensibilidade analítica entre 0.001 e 0,01mUI/L (48, 70, 80). Nesta
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classe de ensaios, a marcação do anticorpo geralmente é realizada com

fhjorófbros (ensaios irnunofluorirnétrteos-IFMA), enzimas (ensaios

imunoenzimométricos-lEMA) ou com moléculas quimioluminescentes (ensaios

imunoquimk>luminescentes-ICMA).

Enquanto que os esquemas competitivos, (radioimunoensaios) são

facilmente classificados como de primeira geração, não há sempre, de acordo

com os dados da literatura, uma clara distinção entre ensaios de segunda e

terceira gerações.

Um exemplo deste fato é o ensaio ímunoradiométrico (IRMÃ)

comercializado pela Behring (Marburg, Alemanha) denominado RIA-gnost, que

utiliza um anticorpo monoclonal marcado com 125| e o outro anticorpo acoplado

ao próprio tubo de ensaio. Este sistema radioisotópico normalmente seria

incluído na segunda geração, mas foi várias vezes relatado com valores de

sensibilidade analítica enormemente variáveis de 0,003 a 0,080mUI/L (25,42,48.

56,63,76), o cálculo tendo sido sempre realizado utilizando 10 a 20 replicates da

dose zero + 2DP.

No caso do Sucrosep, um sistema comercial da Boots-Celltech (Slough,

Reino Unido), foram encontrados valores de sensibilidade analítica que variaram

de 0,01 a 0,12mUI/L (6, 25, 31, 33, 38, 45, 46. 48. 67). Este IRMÃ envolve a

utilização de dois anticorpos monoclonais, um marcado com 125I e o outro

covalentomente ligado a uma fase sólida (Sephacryl S300, Pharmacia). Neste

ensaio, a separação entre i2S|-mAB ligado e não ligado é realizada mediante a

adição de uma solução de sacarose, sendo que a fração ligada precipite e a

fração livre é aspirada (33,46).

O mesmo comportamento indefinido, quanto classificação em

gerações, pode ser observado em ensaios não isotópicos como o DELFIA

("Oisssociation-Enhanced Lanthanide Fluoroímmunoasay"), que se baseia na

detecção fluorímétríca do fantanídeo európio e que é considerada a primeira
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metodologia não radioisotópica ultra-sensível desenvolvida com a utilização de

anticorpos monodonais (23. 72). Este sistema envolve um excesso de anticorpo

monoclonal (mAB) marcado com európio e um mAB imobilizado nas paredes de

micro-placas. onde a incubação é processada (52. 53). Sua comercialização 6

realizada pela Pharmacia (Uppsala. Suécia), sendo um sistema largamente

utilizado e cuja sensibilidade analítica declarada varia também enormemente

entre 0.003 e 0.050 mUI/L (35.38.41.43.48. 52. 53.72.76).

Uma das vantagens destes traçadores não isotópicos é a possibilidade

de obterem-se atividades específicas muito mais altas que »9 obtidas com

radioisótopos. uma vez que estas são cerca de 106 vezes maiores para

compostos marcados com európio em relação aos marcados com 12S| (73). Além

disso, outras características específicas do európio. como a diferença entre o

comprimento de onda de absorção e de emissão da fiuorescéncia

(aproximadamente 300nm) e o longo tempo de decaimento de emissão, com

conseqüente diminuição da fiuorescéncia inespecífica (30), contribuem para que

sistemas como o DELFIA apresentem um desempenho melhor e sejam

classificados na terceira geração (22, 35). Contudo, os mesmos muitas vezes

apresentam uma avaliação analítica e clínica equivalente a um ensaio de

segunda geração (42, 63), sendo que ao mesmo tempo para alguns ensaios do

tipo IRMÃ, como já observamos para o RIA-gnost, tém sido reportadas

sensibilidades da mesma ordem ou até maiores.

É nossa opinião que esta enorme variação de desempenho inter-

laboratorial possa ser devida, juntamente a outros fatores, a* variações na razão

sinal-ruído e a um controle não otimizado das ligações inespecíficas.

Publicações recentes reportam estratégias empregadas com a

finalidade de aumentar ainda mais o limite de detecção para substâncias de

interesse clínico, como é o hTSH, tKgwê» da utilização de traçadores com

propriedades amplificadas (por exemplo enzimas), associados a uma técnica de

detecção luminescent© ultra-sensível (39, 40). Houve com isto um aumento da
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utilização de ensaios quimiolurninescentes, cujo limite de detecção analítico para

o hTSH varia geralmente de 0.001 a 0,005mUI/L (48. 51. 63. 74. 75. 80). Porem,

mesmo para os sistemas mais sensíveis desenvolvidos até o momento, existem

ainda algumas restrições, sendo uma delas o efeito deletério sobre a constante

de afinidade do anticorpo e sobre a cinética de reação antígeno-anticorpo,

quando o anticorpo é conjugado a macromoléculas. como é o caso das enzltms

(55). Outra questão levantada, a qual foi principalmente discutida por Ekins (23).

é a vantagem prática de utilizarem-se ensaios com limites de detecção ainda

maiores do que os já disponíveis, para construção de sistemas de imunoensaio

em "mfcrospof que poderão permitir, teoricamente, a determinação simultânea

de milhares de substâncias diferentes em amostra de aproximadamente 1ml.

Utilizando um destes sistemas, Ekins declara ter alcançado para o hTSH uma

sensibilidade da ordem de 0,0002mUI/L

Ao nosso ver. mesmo não contestando o brilhante futuro que possam vir

a ter estes aplicações desenvolvidas recentemente, muito pode ainda ser

realizado para melhorar o desempenho dos imunoensaios clássicos em geral e

dos radioensaios em particular, para que possam ser melhor utilizados em nossa

realidade. É dentro desta visão, que se coloca o objetivo do nosso trabalho, o

qual não direciona seus esforços a introdução de novos esquemas de ensaio ou

de novos traçadores, mas ao aprimoramento de um sistema já disponível e de

seu potencial de sensibilidade, através do máximo incremento de sua razão sinal-

ruído.

UZXKíl Cr rwERGIA NUCLFAB/SP- IPER



IS

OBJETIVOS

O presente trabalho foi iniciado a partir da consideração de que um dos

fatores principais que influenciam a sensibilidade dos imunoensaios, em conjunto

com o esquema do ensaio (reação em excesso de antígeno ou de anticorpo,

adição simultânea ou não dos reagentes, tempo de incubação, temperatura),

concentração e afinidade do anticorpo, atividade específica do traçador, é a

ligação inespeofica (20,22. 27.35,43,54).

Particularmente de interesse para as nossas atividades e para o tipo de

determinações a serem realizadas na triagem do hipotireoidismo congênito, são

os sistemas radioisotópicos com separação magnética especialmente práticos

para laboratórios que não possuem centrífugas, notoriamente existentes em

regiões menos desenvolvidas. Um exemplo é o Maia Clone da Serono (Wòking,

Surrey, Reino Unido), para o qual foram relatadas sensibilidades analíticas que

variam de 0,04 a 0,25mUI/L (17,18, 25, 26, 44, 48, 58, 82). No Maia Clone são

utilizados três anticorpos monoclonaís, onde uma mistura de dois desses

anticorpos é marcada com 125| e o terceiro é conjugado a uma partícula de

celulose magnetizada (44, 58). Outro radioensaio magnético da Ciba-Coming

(Medfield, MA, EUA), que utiliza um anticorpo monoclonal marcado com 12S| e um

policlonal para captura, apresentou sensibilidades analíticas de 0,02 a 0,06mUI/L

(56, 76). Portanto, de acordo com estes daaos, os dois sistemas magnéticos

descritos acima são propriamente incluídos na segunda geração, não chegando

ao desempenho do anteriormente mencionado Ria-gnost, por razões que nós

acreditemos estarem especialmente relacionadas com o teor da ligação

inespedfica. Este último parâmetro, presente freqüentemente em porcentagem

relativamente alta, que varia de 0,4% a aproximadamente 1% (47, 58, 61), ao

nosso ver é provavelmente originado por um traçador alterado, que se liga

inetpecificamentt V ~e sólida na ausência de hTSH. De fato, os sistemas de
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separação magnética, cuja utilidade e pratiádade são bastante conhecidas e

aceitas (1.27), apresentam geralmente uma baixa sensibilidade analítica, de 0,20

a 1,0OmUI/L (17-19, 25, 44, 47, 61). com exceção de alguns dos valores já

mencionados para os sistemas da Sereno e da Corning nem sempre confirmados

pela maioria dos autores.

O objetivo principal do presente trabalho é portanto a identificação da

origem e da natureza química destes efeitos inespecíficos ou de matriz, visando

sua eliminação ou minimizaçào para obter uma melhora da qualidade do sistema,

principalmente quanto a sensibilidade do mesmo. Assim, poderá ser ressaltado o

verdadeiro potencial dos ensaios radioisotópicos em geral e do IRMÃ magnético

em particular que, como já observado, freqüentemente apresentam um

desempenho limitado por fatores que independem do próprio traçador.

Para esta finalidade utilizaram-se reagentes preparados em nosso

laboratório e já testados exaustivamente quanto a sua qualidade e desempenho:

um padrão secundário de hTSH, um anticorpo monoclonal marcado com 125I e

um sistema de fase sólida magnética acoplada a um anticorpo políclonal de alta

avidez. Importante foi a escolha dos dois anticorpos (poli a monoclonal), que

devem apresentar afinidade por sítios antigénicos diferentes na molécula de

hTSH e cuja compatibilidade determina o nível de ligação específica (24,59).

Enfim, com estes reagentes e com a utilização de métodos que

diminuam e controlem a ligação inespecífica, pretendeu-se obter sistemas IRMÃ

de qualidade equivalente aos comerciais importados, tentando ao mesmo tempo

situar o desempenho do nosso sistema magnético otimizado na classificação em

gerações acima mencionada. Juntamente com estes metes, procurou-se também

obter outro resultado de relativamente difícil alcance: uma reprodutibilidade das

baixas porcentagens de ligações inespecíficas, com conseqüente

reprodutibilidade da alta sensibilidade obtida ao longo de toda a vida útil do

traçador.

COMKCAC r:«:cK/'.. cr CKERGÍA NUCLEAH/SP • vn
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MATERIAIS

1. Preparações de hormônio humano estfmutador da tireóide (hTSH) e de

anticorpos anti-hTSH

- Padrão Internacional de hTSH para Imunoemaio (IRP-1) gentilmente fornecido

pelo National Pituitary Program (NPPAHDDK. Rockvifle, MD. EUA).

- Anticorpo monoclonal (mAB) anti-hTSH utilizado para radiodação (anticorpo de

detecção) adquirido da firma Sereno (VvoJông, Surrey. Reino Unido); códigos das

preparações utilizadas: TSH.0182 0002 e TSH.0584 0001.

- Anticorpo polidonal (pAB) anti-hTSH para preparação da fase sólida magnética

(anticorpo de captura), gentilmente cedido pelo Dr. Alexander Bulatov da

Academia Russa de Ciências (Moscow, Rússia).

2. Material radioativo

- Nai25| comercial, livre de carregador e oxidantes, fornecido pela Nordion

Europe S A (Fleurus, Bélgica) em concentração de aproximadamente 18,5MBqful

(500pCi/pl).

3. Material para purificação do anticorpo monoclonal radioiodado (i2«l-mAB)

- Sephadex G-150 (40-120um), G-200 (10-40um) e G-25 (20-80um) adquiridos da

Pharmacia-LKB (São Paulo, Brasil)
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AIM»4. Material pari a reaçio de acoptamento do anticorpo à fase m

- Partícula magnética: celulose magnetizada (partículas de Fe3O4 adsorvidas à

celulose) fornecida comercialmente pela SCIPAC (Stttíngbourne, Kent Reino

Unido), da código M174, cuja proporção entre celulose e Fe3O4 6 de 75:25, com

tamanho das partículas de 20-40um.

- Acetona. PA, Merck (São Paulo)

- 1-r-carbonildiimidazol (CDI) e soro-albumina bovina (BSA) da Sigma Chemical

Company (St Louis, MO. EUA)

- Leite desnatado em pó Molico, Nestlé (Sao Paulo), composição declarada:

gordura (1%), proteínas (36%), lactose (52%), sais minerais (8%), água (3%)

5. Outro» reagentee

- Azida sódica , doramina-T (PA), gelatina a tríton-X, adquiridos da Merck (São

Paulo)

- y-globulina bovina e tween 20, Sigma (St Louis, MO. EUA)

- Metabissulfíto de sódio (RP), Cario Erba (São Paulo)

6. Tubos

- Tubos de poliestireno (7.5 x 1,0cm) da Emtel (São Paulo)

7. Agitadores rotatórios de tubos ("Rotators")

- Os agitadores foram fornecidos pelo laboratório NETRIA (North East Thames

Region Immunoassay Unit, Londres, Inglaterra).
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8. Separador magnético

. AMERLEX-M (N-4001) da Amersham (Ayfesbury, Buckinghamshire. Reino

Unido)

9. Contador

- Contador gama tipo "poço" modelo Cobra auto-gamma. com troca automática de

amostra, da Packard Instrument Company (Illinois. EUA), cuja eficiência

aproximada para o 12S| é de 80%.

COMISCAC Uí:CWl Cf ENERGIA NUCLEAR/SP
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MÉTODOS

1. PREPARAÇÕES DE REFERENCIA E AMOSTRAS CONTROLE DE

QUALIDADE

O padrão secundário de hTSH utilizado neste estudo já havia sido

preparado e padronizado por Ribela e col., em um estudo inter-laboratorial sobre

sua calibraçao (60). Porém, nos principais testes realizados, utilizou-se um outro

padrão secundário também de origem hipofisária obtido do NPP/NIDDK. Esta

última preparação na forma liofilizada foi reconstituída como indicado e diluída

nas seguintes concentrações utilizadas no ensaio: 60; 30; 15; 7,5; 3,0; 0,6 e

0,3mUI/L de hTSH, sendo que a dose zero corresponde ao tampão de ensaio. As

concentrações mencionadas foram confirmadas através de uma recalibração com

o padrão secundário obtido do laboratório NETRIA, com o qual o nosso

laboratório colabora dentro de um programa da IAEA (Agencia Internacional de

Energia Atômica).

Os controles de qualidade das curvas dose-resposta foram 3 pools de

soros com os seguintes valores de hTSH, determinados em nosso laboratório:

baixo (CQ-B = 1,36 i 0.45; n=22), médio (CQ-M = 3.37 i 0.85; n=22) e alto (CQ-A

*21,22±3,79;n=22).

2. MARCAÇÃO E PURIFICAÇÃO DO ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-hTSH

O anticorpo monoclonal anti-hTSH foi marcado utilizando 50ug da

preparação em tempão fosfato 0.05M; pH 7,4, pelo método clássico de oxklaçáo

química com cloramina-T (28). Foram utilizado» 37MBq (1mCí) de 1»I e 10ug de

cloramina-T no mesmo tempão fosfato, num volume total de reação de 30ul

CGMKCtG KiCCK/l cr fttCPGtft NUCIEAR/8P



21

completados com tampão fosfato 0.5M, sendo que a reação 6 interrompida após

30 segundos coma adição de 10ug de metabissutfHo de sódio em 10jil de fosfato

0.05M. As condições foram ajustadas para obtenção de um reagente com

atividade específica ao redor de 15gCi/ug (61).

O produto obtido foi purificado em colunas cromatográficas de fiNraçáo

em gel Sephadex 6-150 (0.9 x 60cm. fluxo • 3mim) ou Sephadex G-200 (1.5 x

8Gcm. fluxo = 2ml/h). sendo que a ekjiçao foi realçada com tampão NaH2PO4

0.05M pH7.4 com BSA 1% e azida sodica 0.1%. A estocagem foi realizada em

diferentes condições: produto Imnlizado, mantido a -20°C ou a4oC.

A qualidade deste traçador já havia sido testada em um estudo inter-

laboratorial (61) em comparação com mesmo o i25|-mAB (anticorpo monoclonal

radioiodado) marcado pelo laboratório NETRIA.

2.1. Repurifi cação do traçador

A repurificaçáo do traçador foi realizada na mesma coluna Sephadex 6-

200 ou em colunas Sephadex 6-25 tipo seringa (1,5 x 5,0cm), sendo que este

última somente elimina o 125| liberado durante a estocagem.

2.2. "Limpeza" do traçador

Outro tratamento realizado com o anticorpo marcado foi a incubaçáo

desse reagente, antes do ensaio, com partículas magnéticas não acopladas, para

retirar as moléculas que de alguma forma produzem as ligações inespecíficas.

Este operação foi definida como um tipo de "limpeza" do 125l-mAB.

Após a padronização deste método, foram sempre utilizadas as

seguintes condições: 50ul de traçador (correspondentes a 5-10 x 106cpm),

adicionado a 2,5mg (50ul) de partícula magnética em 400ul de tempão Na2PO4

0.05M pH7,4; azida sódtoa 0,1%, sob agitação por um período de 4h a
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temperatura ambiente. A seguir.o traçador foi separado por sedimentação

magnética e utilizado no ensaio.

2.3. Filtraçio e centrrfugaçio do traçador

O 125l-mAB foi filtrado através de filtro MHlipore 0,22um, utilizando

bomba de vácuo da Millipore (Sâo Paulo).

A contnfugação foi realizada numa centrífuga Eppendorf (Hamburg,

Alemanha) modelo 5415C por 30min a 12000rpm (11750g).

3. PREPARAÇÃO DA FASE SÓUDA MAGNÉTICA

O agente ativador da partícula magnética (celulose magnetizada M174)

é o 1-1'-carbonildiimidazol (CDI), sendo que este reagente liga-se

covalentementeà celulose no procedimento de ativação realizado em acetona e

posteriormente a grupos peptídicos da molécula do anticorpo policlonal anti-

hTSH (16).

O procedimento de acoplamento foi realizado segundo protocolo da

SCIPAC e do NETRIA (19), introduzindo-se algumas modificações. Por esta

metodologia ser de importância fundamental para o nosso trabalho, descrevemos

a seguir detalhadamente as três etapas fundamentais deste procedimento:

a) Etapa de ativação da partícula magnética

- agitar o frasco de partículas magnéticas até completa dispersão das mesmas,

sendo que esta agitação pode ser realizada num sistema tipo "roller a 30rpm por

30 minutos a temperatura ambiente;

- Pipetar imediatamente o volume desejado (20ml«1g);

çnn**rr.rtrrv- r r r i ç w NU CLEAR/SP -
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-centrifugar por 10min a lOOOge descartar o sobrenadanto;

.conipWarcoméguapsfaovolunieink^eagitarporSmirHitos;

- centrifugar e repetir esta lavagem com água;

- completar com acetona para o volume inicial e agitar;

- centrifugar e repetar três vezes esta lavagem com acetona;

. completar com acetona para o volume inicial e agitar;

- adicionar CDI de maneira que a concentração final seja de 0,24moVL, uma

modificação realizada por nós e que corresponde aproximadamente ao dobro da

quantidade ótima determinada (0,15moVL) por Chapman e col. (16), sendo

também düstente das quantidades utilizadas nos protocolos da SCIPAC e do

NETRIA(19);

- agitar por 1 hora a temperatura ambiente;

- centrifugar e descartar o sobrenadante;

- completar com acetona para o volume inicial e agitar por 5 minutos;

- repetir três vezes esta lavagem com acetona e filtrar em sistema de filtração a

vácuo da Míllipore (Sáo Paulo) através de filtro de lá de vidro;

- deixar o sedimento de partícula ativada secando "overnight" a temperatura

ambiente.

b) Etapa de acoplamento

* pesar a quantidade desejada de partícula magnética;

- adicionar quantidades adequadas do anticorpo e de tampão borato de sódio

0.05M, pH8,0. que correspondem a 0,6ml do anticorpo policlonal (pAB) utilizado

neste estudo e a 14,4ml do tampão borato para 1g de partícula ativada;

- agitar por 72 horas a temperatura ambiente;

c) Etapa da lavagem

- centrifugar por 15 minutos a 1000g, reservando o sobrenadante para posterior

leitura espectrofotométrfca do mesmo;
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. adicionar 20ml da etanolamina 0.5M, pH9.5 ao precipitado, no caso da lar sido

utilizado 1g da partícula, a agitar por 20 minutos:

- centrifugar a descartar o sobrsnadante para cada lavagem realizada;

- adicionar 20ml da tampão bicarbonate da sódio 0.5M. pH8.0 a agitar por 20

minutos;

- adicionar 20ml do tampão bicarbonate com 1% da BSA a aguar

- adicionar 20ml do mesmo tampão com 1% da leüe desnatado a agftar, sendo

que estas lavagens com adição de BSA e de leite foram por nós introduzidas;

- repetir a primeira lavagem com tampão bicarbonate;

- adicionar 20ml da tampão acetato de sódio 0.1M, pH4.0 e agitar,

- repetir duas vezes esta última lavagem com agitação de 1 hora cada;

- adicionar 20ml de tampão fosfato de sódio O.OSM, pH7.4; 0.1% de azida sódica

e agitar por 20 minutos;

- repelir esta última etapa;

- adicionar o mesmo tampão fosfato de sódio com 0.5% de BSA.

A seguir, o rendimento do acoplamento foi determinado ponderalmente

através da Ikrfilizaçáo da alíquotas provenientes da fase inicial a final do

processo, considerando também a diferença da leitura espectofotométrica

(A=280nm) do sobrenadante (anticorpo) antes e após o acoplamento.

Subseqüentemente, a fase sólida obtida foi estocada numa concentração da

25mg/mla4°C.

A quantidade ideal da fase sólida/tubo utilizada no ensaio foi definida

através da determinação daa porcentagens de ligação correspondente» &dose

zero de hTSH (ligação inetpecífíca ou mínima. Bo) eadose de 60 mUI/L (ligação

específica ou máxima, Beo), o que permite o cálculo da razão sinal/ruído (Beofto)

um parâmetro da qualidade também utilizado por outros autores (47).

A qualidade deste reagente foi comparada com aquela da fase

magnética produzida pelo NETRIA, que é baseada na mesma matriz M174.
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3.1. Lavagem da fase sólida

Um tratamento dispensado à fase sólida já acoplada, especialmente

depois de longos períodos de estocagem, é a sua lavagem com tampão

NaH2PO4 0.05M pH7,4; NaCI 0.5M; triton-X 0,5%; azida sódica 0,1%, antes de

ser utilizada no ensaio. A fase sólida é lavada duas vezes a temperatura

ambiente, sendo a sedimentação realizada em imã ou no próprio separador

magnético por 15 minutos. Isto permite a remoção de moléculas do pAB

desacopladas que diminuiriam as ligações específicas (83).

4. PROTOCOLO DO ENSAIO

As incubações foram realizadas baseando-se no protocolo do NETRIA

(adição simultânea de todos os reagentes) num volume total de 500ul, com

algumas alterações. Quando não especificado, o protocolo foi o seguinte:

- tampão (NaH2PO4 0.05M pH7,4; BSA 1%; tween 20 0,5%; azida sódica 0,1%):

145ul;

- padrão e/ou controles: 200ul;

- soro eqüino, comprcvadamente sem TSH imunorreativo com o anticorpo

utilizado (hTSH = 0 mUI/L): 25ul (5%);

- 1251-mAB: 50ul com aproximadamente ÔOOOOcpm toteís;

- fase sólida magnética: 2,0mg/tub>. correspondentes a 80ul para os

acoplamentos utilizados.

Após permanecer por um período de aproximadamente 16 horas

("overnight") sob agitação a temperatura ambiento, a separação da fração ligada

foi realizada por sedimentação no separador magnético. Esta fração ("pellet") foi

wiasrâr. w r ; - rr mr.nw «üciFíff/gp - Í
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lavada duas vezes com o mesmo tampão utilizado na lavagem da fase sólkta,

contando-se a radioatividade do sedimento num contador de radiação gama,

calibrado para detectar eventos simples e em coincidência (5). O tempo de

contagem foi de 1 ou 5 minutos de acordo com o tipo de experimento e a

radioatividade da amostra, no sentido de minimizar os erros principalmente para

doses baixas de TSH (26,46).

5. CÁLCULO DE SENSIBILIDADE

Para estabelecer válidas comparações com os dados da literatura, a

sensibilidade do sistema foi calculada utilizando-se três métodos: dois analíticos

e um funcional.

5.1. Sensibilidade analítica

A sensibilidade analítica pode ser calculada pela medida de hTSH

correspondente a muKireplicatas (n=20) da dose zero de hTSH, somando-se 2,0;

2,5 ou 3.0DP, como largamente relatado na literatura (29,48,74,76,80).

Outra maneira freqüentemente utilizada para calcular este parâmetro

(35, 58) ó a formulação de Rodbard (62), que se baseia em um teste-t não

pareado (p=0,05) realizado comparando-se as resposías relativas à dose zero

(ligação inespecrfica, Bo) e as respostas relativas à dose experimental mais

baixa, significativamente diferente da dose zero (no caso, 0,3mUI/L). Segundo

Rodbard, a dose mínima detectável (DMD) é dada por:



DMD =
tga
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sendo que:

tó.(iy.-l)+ff
' V N,+Nt

resposta mínima detedável;

Yo s resposta da dose zero;

tga • tangente da curva em correspondência adose zero;

t = T de Student para nível de signiffcãncia 95% e (No + Ni - 2) graus de

liberdade;

No = número de medidas da dose zero;

so = desvio-padrão das medidas da dose zero;

N<| - número de medidas da dose experimental mais baixa;

$1 = desvio-padrão das medidas da dose experimental mais baixa;

5.2. Sensibilidade funcionai

A sensibilidade funcional foi derivada do perfil de imprecisão obtido com

o programa para radíoímunoensaío (PC/RIA) denominado IAEA-TECDOC-509,

sendo por nós adotada como • dose correspondente a um CV (coeficiente de

variação) inter-ensaío igual a 20% (48,70,80).
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RESULTADOS

1. IDENTIFICAÇÃO DA UGAÇAOINESPECÍRCA

1.1. Estudo do esquema e do tampão de ensaio

Os primeiros experimentos realizados objetivaram o estudo do tempo de

incubação a ser utilizado em nossas avaliações, incluindo também a influência de

algum componente do tampão sobre o desempenho do ensaio, especialmente em

relaçâoàrazão sinal-ruído.

Foi realizada uma comparação entre o esquema de ensaio

convencionalmente utilizado por nós (incubação simultânea de todos os

reagentes durante aproximadamente 16h) e o esquema de incubação do hTSH +

i25|-mAB por 3h com a adição retardada da fase sólida magnética. Este último

reagente foi adicionado por períodos de 0,5 a 3h, sendo que os resultados

encontram-se na tabela I.

da fase sólida magnética
Incubação da fase sólídí

(h)

16

3

2

1

0r5

i Bo
(%)

0,19

0,12

0,10

0,09

0,08

Beo
(%)

33,6

18,2

15,4

11,1

7,6

Beo/Bo

177

152

154

123

95

L
Devidoapraticidade de utilizar o esquema de 16h ("overnight") ao invés

incubar o hTSH + i25|^nAB por 3 horas, aumentando o tempo de incubação

... .. ... _ I P »
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da fase sólida para mais de 3 horas a fim de se obterem ligações específicas

equivalentes às obtidas com o esquema convencional, os experimentos foram

realizados utilizando-se o primeiro esquema. Nos casos em que a obtenção do

resultado dentro do mesmo dia fosse particularmente necessária, poderia ser

utilizado o esquema de 2-3 horas de incubação da fase magnética, cujos Beo/Bo

são aproximadamente da mesma ordem.

•

Quanto aos estudos relacionados a composição do tampão, foram

utilizados dois carregadores (BSA ou y-gtobulina) adicionados ao tampão de base

(NaH2PO4 0.05M pH7,4; twveen 20 0,5%; azida sódica 0,1%). O efeito obtido

sobre as ligações inespecífícas e específicas, quando se utilizou 1 % dos

carregadores, encontra-se na tabela II.

TABELA II: Efeito da
ensaio

Carregador

BSA

Y-globulina

utilização

Bo
(%)

0,50

0,45

de diferentes carregadores

Beo
(%)

34,6

33.6

no tampão de

Beo/Bo

69

75

Devido à BSA apresentar praticamente os mesmos resultados da y-

globulina e por possuir um custo inferior, a primeira proteína possivelmente seria

o carregador utilizado nos nossos estudos.

Paralelamente foi estudado o efeito da variação da força iõnica do

tampão, através da adição de diferentes concentrações de NaCI. Na tabela III são

apresentados os resultados deste tipo de experimento, no qual foi utilizado como

tampão de base: NaH2PO4 0,01 M pH7,4; y-globulina 0,1%; tween 20 0,5%; azida

sódica 0,1%.
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TABELAM: Efeito da variação da força iônica do tampão d» ensaio
NaCI Bo Beo Bec/Bo

0 0,80 37,6 47

0.15 0,62 36,4 59

0.50 0,21 31,4 150

1 OjOJ 25,9 370

Neste experimento, verifica-se que a utilização de NaCI 1M deve ser

realizada com cautela, pois houve uma diminuição indesejável do Beo, apesar da

melhora considerável do Bo.

Após uma série de avaliações análogas, nas quais foi estudado tanto o

tipo e a concentração do carregador como a força iônica do tampão, foi utilizado

um tampão composto de NaH2PO4 0,01 M pH7,4; NaCI 1M; y-globulina 0,5%;

tween 20 0,5%; azida sódica 0,1%. O desempenho thtíB tampão pode 9»

visualizado na tabela IV, em comparação com o tempão utilizado pelo NETRIA

(NaH2PO4 0.05M pH7,4; BSA1%; tween 20 0.5%; azida sódica 0,1%).

TABELA IV: Desempenho de diferentes tampões
Força iônica e carregador do Bo Beo Beo/Bo
tampão

NaH2PO40,05M 0,85
BSA1%

0,62
Y-globulina 0 ,1%

NaH2PO4 0,01 M + NaCI 1M 0,23
rglobulína 0.5%

38,6

36.4

31.6

45

59

137

Apesar dos dados da tabela mostrarem uma melhora significativa do Bo

para os tampões com NaCI e y-globulína, a diminuição indesejável do Beo

observada foi às vezes muito maior, o que comprometeu o emprego destes

tampões nas avaliações posteriores. Portanto, os resultados apresentados neste
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trabalho foram obtidos com o tampão NETRIA.

As condições de ensaio, definidas quanto ao tempo de incubaçio e ao

tampão, foram utilizadas com o objetivo de identificar uma possível origem da

ligação inespedfica (Bo). sendo que os resultados de um primeiro estudo

encontram-se na tabela V.

TABELA V: Estudo da origem do Bp no IRMÃ magnético de hTSH
Condição de incubacão Bo Beo B B

(%)

i25|-mAB sem fase sólida

i25|-mAB+ fase sólida
sem anticorpo

125| + fase sólida

i25|-BSA+fase sólida

i25|-mAB+ fase sólida

0.04

1.42

0.06

0.03

1.05

0.07

3.42

0.05

0.05

31.3

1.7

2.4

0.8

1.7

29.8

Este estudo mostra que o Bo não é causado pelo 12S| livre ou pela

BSA algumas vezes presentes mesmo após a purificação do traçador. mas sim

exclusivamente pelo i25|-mAB ou um derivado deste e sua interação inespecmca

com a matriz magnética, que aparentemente, para apresentar este efeito

índesejado, não necessita estar acoplada ao anticorpo de captura.

12. Estudo da eetocagem e da purificação do traçador

Um fator também muito importante é a estocagem do traçador. por isto

foi verificada a influência de diferentes condições de estocagem do 1251-mAB (a -

200C. líofilizado e a 4°C), sobre as ligações inespecmca (Bo) • específica (Beo)

com o decorrer do tempo (Fig. 1). Na tabela VI. encontra-se a correlação entre

tempo de estocagem e Bo e Boo, realizada através de análise por regressão

ünear.

cciw::/.r, ?;:r:cr: • rr [-KFRGIA NUCIEAP/SP
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SO
WO<%) Bo(%)

10 20 30 40

Tempo (dias)
so «o 70

Fig. 1: Ligações específicas ( ) e inespecíficas ( ) obtidas com o 125|-
mAB anti-hTSH estocado em diferentes condições

TABELA VI: Comlaçio infra tempo de •stoeagem do
Bgg

antf. hTSH e Bo ou

gg
Parâmetro condição de inclinação coeficiente de nível de

estocagem (%/dia) correlação signfflcância

Bo

-20°C

Liof.

4©c

-20°C

Liof.

4°C

0,044

0,049

•0,003

-0,364

-0,325

-0.379

0,9996

0,9987

-0,6110

•0,9955

•0,9983

-0.9896

P<0,001

P<0,001

n.s.

P<0,001

P<0,001

P<0,01

ns.snão significant*

As seguintes conclusões podem ser tiradas a partir dos resultados

obtidos:

" Bo aumenta com o tempo da mesma maneira com o traçador congelado ou

CCVisiAO r ^ . w : rr r?;rr3?A



33

Ijofilizado, enquanto que a estocagem a 4°C nâo parece influenciar a sua

formação;

. Beo diminui aproximadamente da mesma maneira nas três condições de

estocagem avaliadas. No caso do traçador estocado a 4oC aparentemente houve

uma instabilidade inicial mais acentuada e uma correlação menos significativa.

Come o produto congelado e liofilizado apresentaram comportamentos

semelhantes, prosseguiram-se os estudos sem utilizar este último tipo de

estocagem. Devido a experiências anteriores com outros traçadores, observou-se

porém que alterações ocorridas com a mesma cinética de reação, em produto

congelado ou em forma liofilizada (estocado a 4oC), são geralmente oriundas do

decaimento radioativo, ou seja, de um tipo de reação que não é influenciada pela

temperatura (4).

O sistema de purificação do i25|-mAB foi modificado para que houvesse

uma melhor separação entre este reagente de interesse e os outros componentes

indesejados originados pelo processo de radioiodação (formas alteradas do 125|-

mAB, talvez resultantes de um processo de agregação e 125|-BSA). Assim, a

coluna de fíltração em gel utilizada rotineiramente (Sephadex G-150; 0,9 x 60cm,

fluxo = 3,0ml/h) foi substituída por uma coluna de Sephadex G-200 fino (1,5 x

80cm, fluxo = 2,0ml/h) para resolução destas formas de alto peso molecular.

Os perfis cromatográficos resultantes da purificação e repuríficação,

logo após a marcação, e da repurrficação na mesma coluna do traçador estocado

a -20°C a a 4°C por dois meses, encontram-se nas Fig. 2,3,4 e 5.

iccfc rv-.T:,"1 rr utTG;;. WUCIEAR/SP • 1PER
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cpmxtO*

20 80 10040 ao

Volume de ehiiçáo (ml)

Rg. 2: Perfil cromatográfico da purificação em Sephadex G-200 (1,5 x 80cm;
fluxo = 2ml/h) da mistura de marcação

cpmx10*
600 ^

Volume de eluiçfto (ml)
Fig. 3: Repuríficaçáo em Sephadex G-200 do 1251-mAB obtido logo após a
marcação, para ser utilizado como referência no estudo de estocagem e
calibraçfto da mesma coluna com azul dextran, 125|-BSA e 125|
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cpmx

40 60 80
Volume deeluiçfio (ml)

100 120

Fig. 4: Repuríficação do traçador em Sephadex G-200 após estocagem a -20°C,
por dois meses

1400

1200

cpmxio'

20 40 60 80
Volume de eluição (mO

100

. 5: Repuríficação do traçador em Sephadex 6-200 após estocagem a 4°C,
por dois meses

ccv/r:,'.r í^fvf.11: -T
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As porcentagens de cada componente obtido nos cromatoyamas das

Fig. 2 ,4 e 5, em conjunto com as respectivas ligações inespecifica e especifica,

podem ser observadas na tabela VII. É importante ressaltar a atividade

imunológica sempre relacionada com o agregado, o que demostra

inequivocavelmente tratar-se de um derivado de 1251-mAB.

TABELA VM: Porcentagens, sobre a radioatividade total, dos componentes
obtidos nos cromatogramas e respectivas ligações inespecifica
e especifica ;

Condição do traçador componente %docomp. BQ Bao

logo após a

1% de BSA

após dois

estocagem a

de BSA

após dois

estocagem a

de BSA

marcação com

meses de

-20oC com 1%

meses de

4oC com 1 %

•25|-mAB agregado

1251-mAB

125J-BSA

125|

restante

1251-mAB agregado

i25|-mAB

1251-BSA

125|

restante

1251-mAB agregado

1251-mAB

125|-BSA

125|

restante

0.6

92,3

0.5
3.2
3.4

13.9

54.9
2,6
19.4
9.2

4.2

49.9
11.4
23.3
11.2

5.4

0.4
0.5

—

2,6

1.1
0.5

—

0.5

0,2
0,5

37.3

27.6
6.5

—

13.4

13.4

2.1

—

10,9

18.6

2,1

Após esta série de experimentos, tivemos indicações de que as

ligações inespecrficas sáo provavelmente devidas à presença de formas

agregadas de i2S|.mAB.

«:EAC ncx.v.-; r i ENERGIA NUCLEAH/SP - IPER
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Foram realizadas avaliações análogas para estudar uma possível

influência da presença de BSA durante a estocagem do traçador, no sentido de

impedir a formação do agregado da i2SMnAB. Nestes experimentos, o anticorpo

monoclonal anti-hTSH foi radioiodado na ausência de BSA e purificado na coluna

de Sephadex 6-200, sendo o produto estocado nas seguintes condições:

a) -20oC sem BSA;

b) 4oC sem BSA;

c) -2O0C com 1% de BSA;

d) 40C com 1% de BSA.

Após estocagem por 30 dias nestas condições e repurificaçâo na

mesma coluna, foram obtidos os cromatogramas apresentados nas Fig. 6-10.

1000

800

eoo

400

200

cpmxio'

20 eo ao 100 120

Volume de etuiçào (ml)

140 180 180

Rg. 6: Perfil cromatográfico em Sephadex 6-200 (1,5 x 80cm; fluxo * 2ml/h) da
mistura de marcação purificada na ausência de BSA
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cpmxiO*

60 80 100 120

Volume da eMçáo( ml)

140 160 180

Fig. 7: Repuríficaçáo do traçador em Sephadex 6-200 após estocagem a -2DOC
sem BSA, por 1 mês

1000
com x 10*

20 40 00 80 100 120 140 in 180

Volume deeMçao (ml)

Fig. 8: Repuríficaçáo do traçador em Sephadex 6-200 após estocagem a 4©C
sem BSA, por 1 mis
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cpm x 10*

0 20 40 60 80 100 120 140 180 180

Volume de eluiçáo (mO

Fig. 9: Repurificação do traçador em Sephadex G-200 após estocagem a -20OC
com 1% de BSA, por 1 mês

cpm x 10'

20 40 00 80 100 120

Volume de eluiçáo (ml)

140 160

Fig. 10: Repurificação do traçador em Sephadex G-200 após estocagem a 4<>C
com 1% de BSA, por 1 mês

Na tabela VIII, encontram-se as porcentagens de cada componente

obtido nestes últimos cromatogramas.

rw*"r f\"fff.K.-i JT tNERGiA
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TABELA VIU: Porcentagens, sobre a radioatividade total, dos componentes
obtidos nos cromatogramas do i2SMnAB radioiodado na
ausência de BSA e estocado sob diferente» condições

Componente *doscomponentes ^ ^ 4 O c $ e m

logoaposs

marcação sem BSA BSA BSA BSA

1251-mAB

agregado

i25j-mAB

1251-BSA

125|

restante

Na

radioiodados

0.3

77.0

0

9.9

12.8

ausência de

oela coluna.

6.9

7.5

0

55.0

30.6

BSA ocorre um

0
•

36.5

0

35.1

28.4

"espalhamento1

fato este observado tento oel

6.8

51.2

4.9

22.3

14.8

' dos

1.9

47.7

17.6

24.0

8.8

componentes

a visualização dos

cromatogramas obtidos neste condição (Fig. 6-8). como quando se compara as

porcentagens das frações eluídas em posições não características dos

componentes conhecidos (identificadas nas tabelas VII e VIII como fração

restante). Este fenômeno pode ser observado nas marcações realizadas na

presença de BSA (tabela VII: fração restante * 3,4%) e na ausência de BSA

(tabela VIII: fração restante = 12,8%). ou comparando-se estes frações na tabela

VIII para as diferentes estocagens realizadas, onde as mesmas são maiores para

as estocagens realizadas na ausência de BSA (30.6 e 28,4%) do que na

presença de BSA (14,8 e 8.8%).

Devido a este "espalhamento" dos componentes pela coluna, toma-se

difícil a caracterização adequada dos mesmos, Apesar desta dificuldade,

observa-se principalmente na estocagem a -20oC uma influência determinante da

ação protetora da BSA, pois na ausência deste ocorre uma destruição quase

completa do i25HnAB após 1 mê» da marcação, restando apenas 7,5% do

mesmo, sendo que a maior parte da radioatividade é liberada na forma de 125»

(55,0%).
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Por outro lado. foi novamente verificada a relação entre estocagem a -

20oC e formação do i25|-mAB agregado, cujas porcentagens foram de 6,9 e 6.8%

sem e com BSA respectivamente, ou seja. maiores que as obtidas na estocagem

a 4°C: 0 e 1,9% sem e com BSA respectivamente. Portanto, não ficou

demonstrada nenhuma influência da BSA sobre a formação do agregado de 1 2 5 I -

mAB.

Consequentemente, tendo sido comprovado que a forma agregada de

1251-mAB aumenta as ligações inespecíficas. foram em seguida realizados vários

experimentos utilizando diferentes recursos, com o objetivo de diminuir a

presença ou a influência de tal componente.
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2. WNIMZAÇÀO DA UGAÇAO INESPECf FICA

2.1. Repurificaçao do traçador

Numa análise inicial do traçador repurificado após estocagem a -20°C

por 27 dias, foram obtidas as porcentagens de ligação de Bo e de Beo

relacionadas na tabela IX.

TABELA IX: Comportamento do traçador estocado a -20°C por 27 dias, após
repurHIcaçio em Sephadex G-200

Condição do traçador Bo Beo
(%)

traçador recém-marcado
traçador com 27 dias de
estocagem

4 dias após repuríf.

5 dias após repurif.

7 dias após repuríf.

0.20
1,54

0,67

0,70

0,80

37,4
26,7

32.4

33,3

34.4

187
17

48

48

43

A repurificação do traçador ó bastante efetiva, não somente pelo fato de

diminuir o Bo, mas também por restabelecer os valores de Beo- Os níveis de Bo

porém não chegam a valores muito baixos e voltam em breve tempo aos níveis

originais.

Foram ainda realizadas incubações das frações eluídas

correspondentes ao 1251-mAB para verificação do comportamento das ligações

específicas e inespecrficas. Na Fig. 11, encontra-se o perfil obtido na

repurificação em Sephadex G-200 (2,5 x 50cm; fluxo=12ml/h) de um traçador

estocado a -20oC por 36 dias, juntamente com uma representação das

porcentagens de Bo • de Beo obtidas com a utilização das respectivas frações.

rAfi v.Trr": ?F rNESGIA «UCIFAR/SP-
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2000

1500

1000

com x 10* % de ligação (B)
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10

40 60
Volume de eluição (ml)

80
-1 o
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Fig. 11: Perfil da repurificação do traçador em Sephadex 6-200 (2,5 x 50cm;
fluxo=12ml/h) após estocagem a -20oC por 36 dias, com representação das
porcentagens de Bo e de Beo obtidas para as respectivas frações de i2S|-niAB
incubadas

Neste estudo, toma-se claro que o melhor desempenho do sistema

corresponde às incubações das frações centrais do pico de 1251-mAB, onde são

obtidas as ligações inespecíficas mais baixas e as específicas mais altas. Mais

uma vez é evidente que as ligações inespecíficas se encontram na região de alto

peso molecular.
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2.2. "Limpeza" do traçador

0 efeito da incubação prévia do traçador com a matriz magnética não

acoplada (definida por nós como "limpeza") foi inicialmente estudado com o 125|.

mAB estocado a -20°C por 16 dias. Esta primeira incubação foi realizada sem

uma padronização prévia, sendo que as condições de "limpeza" escolhidas

aleatoriamente foram as seguintes: 50ul do traçador + 5mg da partícula

magnética não acoplada (1OOu0 + 350ul de tampão NatfePCM 0.05M ph7.4;

azida sódica sódica 0,1%; incubados por 16 horas ("overnighr) a temperatura

ambiente, sob agitação. Os resultados obtidos encontram-se na tabela X.

TABELA X: Efeito da"limpeza"
Condição de incubação
do traçador

sem "limpeza"

com "limpeza"

do traçador estocado a
Bo
(%)

1.2

0.2

Beo
(%)

34,7

33,6

i -20°C por 16 diaa
Beo/Bo

29

168

Observa-se que este processo de "limpeza" do traçador pode ser de

grande utilidade, pois houve uma diminuição acentuada do Bo e uma manutenção

do Beo, com a utilização de uma operação extremamente simples e prática.

Portanto, foi realizada uma padronização do método, visando principalmente

economia de partícula magnética não acoplada e do tempo gasto nesta etapa.

Para a padronização, utilizaram-se 50ul de um traçador estocado a -

20oc por 22 dias, sendo inicialmente avaliada a quantidade de partícula

magnética utilizada (tabela XI).



45

TABELA Xh Influência da quantidade de partícula magnética utilizada
"limpeza" do traçador

Condição de incubaçâo do traçador Bo Beo

sem "limpeza"

"limpeza" com 1 mg de partícula magnética

"limpeza" com 2,5mg de partícula

"limpeza" com 5mg de partícula magnética

"limpeza" com 10 mg de partícula

magnética

1.52

0.85

0.59

0,42

0,24

32,5

29.6

28.6

25.2

15.6

21

35

48

60

65

Além da diminuição do Bo em conjunto com a manutenção do Beo. a

economia de partícula magnética foi também considerada como um fator de

grande importância. Portanto, decidiu-se utilizar 2,5mg de partícula magnética

para a limpeza" do traçador.

A seguir, foi estudado o parâmetro "tempo de limpeza" com o i25j-mAB

anti-hTSH estocado a -20oC por 28 dias (tabela XII).

TABELA XII: Influência do "tempo de limpeza" do traçador
Condição de incubaçâo do Bo Beo
traçador %)

sem "limpeza" 1,56 28.7 18

"limpeza" por 2h 0,73 28,1 38

"limpeza" por 4h 0,69 27,9 40

"limpeza" por 6h 0,67 26,7 40

"limpeza" por 8h 0,64 26,4 41

"limpeza" por 16h 0J6 25J| 46

A partir deste experimento, ficou padronizada a utilização de 4h para a

"limpeza" do traçador, visto que num curto período de tempo foi obtida uma
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considerável diminuição do Bo sem alteração significativa do Beo.

A quantidade de traçador utilizado na "limpeza" foi outro fator estudado

(tabela XIII), com um 1251-mAB estocado a -20oC por 28 dias.

TABELA Xin: Influência da quantidade de traçador utilizado na "limpeza"
Condição de incubação do Bo Beo Beo/Bo
traçador (%J Í%J

sem limpeza"

"limpeza" com 50pl de traçador

"limpeza" com 100ul de traçador

"limpeza" com 250ul de traçador

1.56

0.45

0,56

0,73

28,7

26.5

26,7

27,4

18

59

48

38

Neste experimento observa-se a existência de uma quantidade ideal de

traçador, que deve ser utilizada para que o sistema apresente o melhor

desempenho. Para o nosso esquema, a quantidade ótima foi de 50ul de traçador,

que em geral correspondem a 5-10 x 106cpm,

Foi também estudada a composição do tampão empregado durante a

"limpeza", quanto à presença de BSA, pH e força iônica do mesmo. Os resultados

deste estudo encontram-se na tabela XIV, onde foi utilizado um traçador

estocado a -2CK>C por 34 dias.

TABELA XIV: Escolha do melhor tampão de "limpeza"
Tampão utilizado na "limpeza"

sem "limpeza"

NaH2PO4 0.05M pH7,4

NaH2PO4 0.05M pH7,4; BSA 1%

NaH2PO4 0.05M pH8,0

NaH2P04 0.05M pH7.4; NaCI 1M

1.57

0,61

1,13

0,74

1.29

Beo

25,5

24,4

25,8

24,9

24.8

Beo/Bo

18

40

23

34

19
obs: os tampões contém azida sódica 0,1%

Após a escolha do tampão NaH2PO4 0.05M pH7,4; azida sódica 0,1%

em conjunto com as melhores condições obtidas (50ul de traçador + 2,5mg de

• • • ' • • ' ' L •
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partícula magnética + 400ul do tampão, incubaçâo sob agitação por 4h a

temperatura ambiente), foi realizada a "limpeza" de um traçador estocado a 4°C

por 4 dias. O resultado obtido após a padronização deste procedimento é

apresentado na tabela XV.

TABELA XV: Efeito da l impeza" ctotracaKlor estocado a 4QÇ por 4 di<s
Condição de incubaçâo do traçador Bo Beo

Í % 1 Í 2 t í
sem "limpeza" 0,26 34,1 131

com limpeza" 016 337 211

Portanto, a "limpeza" do traçador foi efetiva mesmo quando o i25|-mAB

é recém-marcado (4 dias) e estocado adequadamente (4oQ.

2.3. Adição de soro

Nas avaliações realizadas para identificar a origem e natureza química

da ligação inespecífica, foi propositalmente omitida a adição de soro na

incubaçâo para eliminar interferências que mascarariam os resultados.

Considerando que a utilização de soro ocorre aleatoriamente na

literatura, sendo empregado em concentrações que variam bastante ou até sendo

omitido, a influência deste componente sobre o desempenho do ensaio foi

primeiramente estudada (tabela XVI) com o traçador estocado a -20°C,

utilizando-se 20% de soro eqüino (100ul num volume total de incubaçâo de

500ul, como na rotina laboratorial).
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TABELA XVI: Estudo do efeito da adição de soro com traçador estocado a
20°C por 16 dias

Condição de incubação Bo Beo

sem soro 1,20 34.2 29

com soro 012 24JJ 205

O resultado obtido indica que há um efeito .extremamente positivo do

soro quanto à diminuição do Ba mas a simultânea diminuição indesejável do Beo

fez com que nós realizássemos esta adição com cautela. Uma possível

interpretação deste fenômeno parece ser a seguinte: o soro, na sua enorme

heterogeneidade. contém moléculas que competiriam com o i2S|-mAB agregado

para ligarem-se inespecificamente à matriz magnética, diminuindo as ligações

inespedficas; ao mesmo tempo outras moléculas competiriam com o mesmo

traçador pela ligação ao hTSH, diminuindo as ligações específicas (32).

Após a decisão de que a melhor condição de estocagem do traçador

seria a 4oC, utilizou-se esta condição para a realização de um estudo com várias

concentrações de soro (tabela XVII).

TABELA XVII: Variação da concentração de soro no ensaio com traçador
estocado a 4°C por 4 dias r

% de soro Bo Beo Beo/Bo

0 0.26 34.1 131

1 0,20 32.4 162

5 0.14 32,4 231

10 0,14 30,5 218

20 0,12 27.4 228

A partir deste ensaio, ficou padronizado que a concentração de soro por

nós utilizada nas curvas dose-resposta de hTSH teria de pelo menos 5%.
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2.4 Combinação de diferentes métodos utilizados para diminuir a ligação
inespocifica

A combinação dos tratamentos dispensados ao traçador (repurificação

e limpeza") em conjunto com a adição de soro, proporcionou um aumento do

desempenho do sistema IRMÃ magnético, principalmente quanto às ligações

inespecm^as, como pode ser observado pela tabela XVIII.

Condição do traçador Bo Beo
ca

somente repurif.

repurif. + limpeza"

repurif. • soro

repurif. •"limpeza"» soro

0,80

0,30

0.03

0.01

34.4

35,9

25.6

27.1

43

120

853

2710

obs: traçador estocado a -20OC por 27 dias; repurificaçâo na coluna de Sephadex 6-200

É necessário ressaltar que o alto valor de Beo/Bo obtido com 60=0,01%

não reflete um desempenho correspondente. De fato, abaixo de Bo=0,05%

(aproximadamente 30cpm) achamos estes valores muito aleatórios, resultando

numa razão sinakuído desproporcionadamente atta.

2.5. Filtração e centrifugação do traçador

Considerando que as ligações inespecrflcas parecem estar

relacionadas com uma forma agregada de i25|-mAB, a filtração • a centrifugação

do traçador foram utilizadas para tentar diminuir a influência destas formas e ao

mesmo tempo demonstrar a hipótese sugerida.

A filtração através da membranas Míllípore, da um traçador estocado a •

CCUiSSlO wrr;;--i CEF.Ktrr: KUClf-AW/SP -
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20°C por 32 dias resultou numa considerável diminuição do Bo, como mostra a

tabela XIX.

TABELA XIX:
Traçador

não filtrado

filtrado

Efeito da filtração do traçador
Bo
(%)

1.80

0,72

Beo
(%)

34.6

31,0'

Beo/Bo

19

43

Quanto àcentrífugação do i25|-mAB, os resultados obtidos encontram-

se na tabela XX. sendo que foi utilizada uma preparação estocada a -20oC por 42

dias.

TABELA XX: Efeito da centrifugaçào do
Traçador

não centrifugado

centrifugado*

Bo
(%)

2,16

1.95

traçador
Beo
(%)

24.4

24,6

Beo/Bo

11

13
utilização do sobrenadante

Devido à dificuldade de demonstrar a significância desta limitada

diminuição de Bo apresentada na tabela, o ensaio foi repetido três vezes,

obtendo-se sempre um decréscimo do Bo da mesma ordem (9,7%, 10,3%,

11,2%). Este procedimento não foi utilizado posteriormente na construção das

curvas dose-resposta, por não ser tão efetivo quanto os demais métodos. O

mesmo vale para a filtração através de membrana Míllipore que resultou também

em maior instabilidade do traçador quanto às ligações específicas. Contudo, os

dois tipos de experimento contribuíram para reforçar a hipótese da ligação

inespecífica ser produzida por uma forma agregada do traçador.
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2.6. Saturação da fase sólida durante o acoplamento e sua posterior

lavagem

Com a adição de BSA e de leite, durante a lavagem da fase sólida

magnética, verificou-se um efeito de saturação da mesma com conseqüente

diminuição do Ba Na tabela XXI. pode-se observar o efeito dessa lavagem,

quando se utilizaram 2mg/tubo de fase sólida.

TABELA XXI: Efeito da saturação da fase sólida cora BSA e leite
Acoplamento saturação da fase Bo Beo Beo/Bo

sólida (%) (%)

1

2

semBSA/teHe

com BSA • leite

com BSA • leite

somente BSA

somente leite

0.78

0.17

0.25

0,67

0,24

29,5

28.3

38,2

38,5

36.4

38 .

166

153

57

152

De acordo com os dados obtidos, concluiu-se que as proteínas do leite

são efetivamente as responsáveis pelo maior efeito de saturação da fase sólida.

Assim, a lavagem com BSA e leite foi introduzida como procedimento de rotina na

preparação da fase sólida.

Quanto a lavagem da fase sólida antes do ensaio, este tem como

finalidade a remoção de moléculas de anticorpo íntegras ou não, que

desacoplam-se da matriz magnética, principalmente quando este reagente é

estocado por longos períodos após o acoplamento. Com a lavagem, verifica-se

um aumento do Beo (tabela XXII).
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TABELA XXfc Estudo da lavagem da lasaséHda magnética (FSM)

Condição
traçador

do

Bo
(*)

FSM nio lavada

Beo Beo/Bo
(%)

Bo
(*)

FSM lavada

Beo BQO/B

(%) o

tf a^adw com 21 dias
estocado a-20oC

traçador com 36 dias
estocado a -20°C

traçador com 36 dias
estocado a 4»C

0.18

0.18

0.05

22.7

18.9

16.8

126

105

336

0.12

0,25

0,08

30.8

27.3

23.5

257

109

293

obs: mcubaçõos realizadas com adição de 20% de soro
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3. OBTENÇÃO DE CURVAS DE hTSH ULTRA-SENSÍVEIS UTILIZANDO UM

SISTEMA OTIMEADO

Durante os estudos relativos»ligações inespecíficas, foram realizadas

várias curvas dose-resposte em duplicata (n=2) ou quadruplícata (n=4) das doses

zero e 0,3 mUI/L de hTSH, sendo as demais doses de padrão e os controles

utilizados em duplicata. Alguns exemplos das condições utilizadas e dos

parâmetros obtidos podem ser observados na tabela XXIII.

TABELA XXIII: Condições utilizadas e alguns parâmetros relativos a
exemplos de curvas dose-resposte

Ensaio Condições Bo Beo inclin. inicial sensib.*i
(%) (%) (cpmxL/mUI) (mUi/L)

1 traçador com 36 1,47 23,6 225 0,87

V repurificaçáo + 0,02 26,0 295 0,06
"limpeza" + soro

2 traçador com 9 0,85 35,3 582 0,14
dias

2* "limpeza" + soro 0,04 22,2 293 0,31

3 traçador com 55 1,17 30,4 417 0,13
dias

jr soro 0,05 22.6 455 0,02
• 1 . cálculo utilizando n=2 (1/1'e 2JZ) e n=4 (3/31) replicates das doses zero e 0,3
mUI/L, de acordo com a definição de Rodbard

obr: as Incubações 1', 2 e 3* foram realizadas com adição de 20% de soro

Nestes experimentos, os traçadores ainda estavam sendo estocados a -

20°C, o que explica os valores altos de Bo obtidos.

A sensibilidade foi calculada apenas pelo método de Rodbard, utilizado

rotineiramente no laboratório até o presente momento. Os resultados indicam que

este parâmetro parece ser diretamente influenciado por Bo baixos. Um exemplo

deste fato sáo os valores de sensibilidades obtidos de 0,06 e 0,02mUI/L de hTSH
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correspondentes a Bo de 0.02 e 0.05% respectivamente. Uma exceção ó o ensaio

2*. onde provavelmente o baixo número de replicatas (n=2) utilizado e uma

inexplicável queda da inclinação inicial comprometeram a sensibilidade.

Conseqüentemente, foram programadas outras avaliações relativas "a

sensibilidade do sistema, nas quais procurou-se manter a ligação inespectfica

nos menores valores possíveis, através dos métodos já descritos.

Nos ensaios seguintes, as curvas foram construídas com multireplicatas

(n=20) das doses zero e 0,3 mUI/L de hTSH. A finalidade principal foi obter dados

suficientes que possibilitassem a comparação da sensibilidade do nosso IRMÃ

magnético com os melhores sistemas magnéticos descritos. com outros ensaios

de segunda geração ou mesmo com sistemas não isotópicos de terceira geração.

Em todos estes sistemas, os valores declarados foram calculados a partir de

multireplicatas, como relatado na literatura, apesar de na prática laboratorial

serem normalmente realizados em duplicata.

Assim, a repurificação e "limpeza"do traçador, a adição de soro (5%) e

a lavagem da fase sólida foram empregadas quando necessário, de acordo com o

decaimento radioativo do traçador e o conseqüente aumento do Bo. A

repurrficaçáo do traçador foi realizada em Sephadex 6-25, devido a maior

praticidade e rapidez deste sistema de purificação, quando se deseja apenas

separar o i25|-mAB do 125| que vai sendo liberado durante a estocagem,

aumentando assim as ligações específicas, enquanto as inespecíficas são

suficientemente reduzidas com os outros tratamentos.

Na tabela XXIV, podemos observar as sensibilidades obtidas com

traçadores que apresentam diferentes níveis de BQ. NOS ensaios 1-4 foram

utilizados os métodos para diminuir o Bo (sistema otimizado), nos quais a

preparação de i25|-mAB foi sempre a mesma estocada a 4oC por 60 dias.

Enquanto nos demais ensaios (5-8 e 9-12) esses métodos não foram utilizados

(sistema não otimizado) e as ligações inespecíficas maiores foram devidas as

diferentes condições de estocagem das preparações de traçador.

COMISSAC v.iw;:. •. ••.tit



TABELA XXIV: Sensibilidades obtidas com
diferentes níveis de Bn

S3

tocadores que apresentam

Ensato Bo Bo indn. hiidsl sensbJuncioneJ
(%) (cprn) (cpmxUmul) (mUI/Lp

sensl». analítica
(mUI/L)

A*2 B-3

0,024

0,018

0,018

0,030

0,096

0,048

0,072

0,072

0,096

0,240

0,144

0.120

0,008

0,008

0.009

0.012

0,053

0,016

0,021

0,021

0,033

0,079

0,048

0.034

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

0.09

0.10

0,06

0,09

0,36

0.45

0,65

0.66

0.86

1,13

1.11

1.0

55.3

62,4

38.6

68.8

218

294

420

422

714

832

724

582

667

550

508

516

356

557

576

486

530

397

526

417

0,05

0,27

0,48

*i-cálculo utilizando CV=20% obtido do perfil de imprecisão inter-ensak) (n=4)
para cada nível de Bo avaliado
"2-cálculo realizado utilizando n=20 repiicatas da dose zero de hTSH + 2DP
•3-cáiculo realizado utilizando n«20 repiicatas das doses zero e 0,3 mUI/L de
hTSH, de acordo com a definição de Rodbard

Um exemplo da diferença existente no perfil da curva dose-resposta

para os sistemas otimizado e não otimizados é mostrado na Fig. 12.
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Fig. 12: Exemplos de curvas dose-resposta para IRMÃ de hTSH obtidas para os
sistemas otimizado ( ensaio 3) e não otimizados ( ensaio 5 e

ensaio 11)
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Os perfis de imprecisão inttr-ensaios (n=4) obtidos a partir das curvas

dose-resposta. que apresentam diferentes níveis de Bo, utilizando replicatas

intra-ensaio n=2 são mostrados na Fig. 13.
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Rg. 13: Perfis de imprecisão obtidos a partir das curvas dose-resposta relativas a
diferentes níveis de Ba utilizados para o cálculo da sensibilidade funcional do
sistema. Ensaios 1-4 ( ), ensaios 5-8 ( - )e ensaios 9-12 ( )

Para validar os ensaios realizados, foram utilizados 3 pools de soro
como controles de qualidade do sistema. Os valores médios desses soros
juntamente com os respectivos CV, encontram-se na tabela XXV.

TABELA XXV: Valores obtidos para as amostras controle de qualidade nos
vários ensaios realizados com diferentes níveis de Bo

Ensaios CQ-B ± CV CQ-M±CV CQ-A±CV

5-9

9-12

1,8 ± 5.3

1.1122.3

0.3±61.2

3.61 5.7

3.1113.2

2.21 7.9

23,31 7.3

22.8114.8

23.51 1.7

De acordo com os intervalos determinados para esses pools (ver
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Métodos), verifica-se que não é possível determinar o CQ-B nos ensaios com Bo

mais elevados (9-12). Nestes mesmos ensaios, o CQ-M também não pode ser

determinado confiavelmente, pois se encontra muito próximo do limite inferior do

intervalo de trabalho fornecido pelo perfil de imprecisão.

Com a realização deste tipo de estudo, ou seja, curvas em

multireplicata, são evidenciadas vantagens da utilização do sistema otimizado.

Na Fig. 12, a comparação entre as curvas dose-resposta, permite observar que

existe uma inclinação maior entre as doses 0 e 0,3mUI/L de hTSh na curva

otimizada, o que resulta diretamente numa maior possibilidade de discriminação

entre valores baixos de hTSH. Como sabemos, a inclinação está diretamente

relacionada com o cálculo da sensibilidade pelos métodos analíticos que utilizam

multireplicatas da dose zero ±2DP ou pela formulação de Rodbard.

Conseqüentemente, o sistema é reprodutiveimente mais sensível, como pode ser

observado na tabela XXIV.

Uma comparação entre os ensaios 1-4 e os demais mostra claramente a

importância de manter-se níveis baixos e reprodutíveis de ligações inespecíficas,

juntamente com a manutenção da inclinação inicial da curva, para que os valores

de sensibilidade analítica permaneçam praticamente constantes, mesmo com a

utilização de um traçador de até 60 dias de idade. A este respeito é importante

ressaltar que os primeiros 4 ensaios foram realizados com o mesmo traçador

respectivamente com as seguintes idades: 11,24,31 e 60 dias.

Outro dado importante mostrado pela Fig. 13 é o maior intervalo de

trabalho obtido com a curva otimizada, principalmente com relação *as doses

baixas de hTSH. A conseqüência principal deste fato é que a sensibilidade

funcional do sistema otimizado é pelo menos 5-6 vezes maior, com relação

àquela apresentada pelo sistema nào otimizado.
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DISCUSSÃO

A existência de reagentes marcados que se ligam inespeártcamente já

foi mencionada para sistemas imunoradiométricos baseados na utilização de uma

fase sólida como sistema de separação (34) e mais recentemente para o caso de

tocadores não isotópicos (40). A natureza química desta forma alterada não foi

descrita e, de acordo com os nossos dados, foi identificada uma forma de 12S|-

mAB agregado, que foi parcialmente separada do pico principal de i2S|-mAB com

a utilização de um sistema de purificação baseado em Sephadex 6-200.

resultou em curvas cujas inclinações são análogas, mesmo quando o produto é

estocado em condições diferentes de temperatura ou estado físico. Este fato

sugere tratar-se de um tipo de alteração relacionada com o fenômeno do

decaimento radioativo, como foi mostrado para outros tipos de tocadores (4). No

caso da cinética da ligação inespedfka, uma inclinação análoga e de sinal

contrário foi obtida para o produto estocado em forma congelada ou liofilizado,

surpreendentemente não mostrando nenhuma correlação com o tempo quando o

produto foi estocado a 4oC.

O mesmo tipo de experimento realizado para verificar uma possível

influência da BSA sobre a formação do agregado de 1251-mAB, forneceu

indicações de que a presença de BSA não influi na formação deste componente

indesejável, tanto quanto a temperatura de estocagem. A BSA mostrou-se

determinante somente com relação a proteção do traçador estocado na forma

congelada, confirmando resultados obtidos anteriormente (4). A estocagem a

4oC, com ou sem BSA. seria ao nosso ver determinante no sentido de permitir

uma maior mobilidade molecular em solução, impedindo a agregação ou

facilitando a desiodação do componente indesejado. Neste situação, a BSA teria

função de carregador de 125| ou de fragmentos marcados, reduzindo assim a
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porcentagem de 125| livre, como mostram as tabelas VII e VIII. Conseqüência

deste estudo, além dos resultados mencionados sobre uma possível identificação

fisico-química das ligações inespecíficas, foi a comprovação de que a melhor

condição de estocagem ó a 4>C. Hunter e col. (34) declararam uma maior

retenção de atividade imunologica para um mAB radioiodado anti-

alfafetoproteína, quando o mesmo foi mantido a 4oC em comparação com o

traçador estocado a -20°C, -8(K>C ou Ikrfilizado.Contrariamente aos resultados

apresentados por estes autores, em nossas condições, a -20<>C não há perda de

atividade imunologica do traçador, mas sim um daro incremento das ligações

inespecíficas.

Identificada a possível origem e natureza química da ligação

inespecifica e prosseguindo com o estudo de métodos que pudessem diminuir e

controlar este fenômeno, foram encontradas maneiras bastante efetivas e

práticas para este propósito, sendo que algumas, como a repuríficaçáo do

traçador, são comumente utilizadas para que o mesmo possa ser empregado por

um período maior de tempo. A este respeito os dois tipos de repuríficação,

utilizados por nós, tiveram mais uma função coadjuvante. A prática e rápida

repuríficaçáo na Sephadex G-25 ajudou somente na eliminação do 125| livre, sem

influenciar a ligação inespecífica. A mais trabalhosa repuríficaçáo na Sephadex

G-200 de alta resolução foi utilizada somente para traçadores mais antigos,

melhorando as ligações específicas e inespecíficas, mas não sendo suficiente

para alcançar os níveis de Bo por nós julgados necessários.

O processo de "limpeza" do traçador mostrou ser de grande utilidade,

pois observou-se uma diminuição apenas do Bo e manutenção do Beo. o <lu*

acarreta uma melhora significativa da razão sinal/ruído. Sua utilização também

resuftou ser prática, rápida, de custo acessível e de aplicação universal.
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A adição de soro também foi otimizada no sentido deste componente

ser sempre empregado, mesmo em concentração limitada, na curva dose-

resposta. A presença de uma matriz sérica está relacionada com a minimizaçâo

dos efeitos inespecíficos ou de matriz, que causam diferenças intrínsecas entre

as respostas correspondentesàs doses da preparação de referência eas obtidas

para as amostras desconhecidas (23,42,46).

A utilização de soros de origens diferentes, como eqüina, humana,

bovina ou porcina, é relatada em alguns sistemas comerciais (7, 25, 31, 47, 56,

58), também podendo ser realizada a diluição dos padrões nas mesmas matrizes

séricas (46, 51, 70, 71, 83). Porém, em outros esquemas não é mencionada a

adição de soro (30, 35, 43, 53, 61), principalmente em protocolos de ensaios de

hTSH em papel de filtro para determinar hipotireoidismo congênito (3,15,78,79).

Nestes últimos, pode-se considerar que o soro está praticamente ausente, como

por exemplo no caso de utilizar-se um disco de papel de filtro de 3mm de

diâmetro, o que corresponde a aproximadamente 2,9ul de sangue (3).

A utilização deste recurso demonstrou-se extremamente eficiente e só

não pôde ser empregado mais amplamente e em maior concentração por ter-se

observado, às vezes, uma enorme queda nas ligações específicas, nem sempre

reprodutível. Além disto, a utilização de diferentes tipos de partículas magnéticas,

mostrou-nos que esta variação está também relacionada com o tipo de fase

sólida e pode levar a uma redução ainda maior das ligações, com completa

ínutilização do sistema.

A saturação da fase sólida com proteínas do leite foi outro recurso

utilizado para diminuir o So e resultou numa significativa melhora da qualidade do

reagente magnético. Este tipo de saturação foi também empregado em sistemas

imunoquimíoluminescentes em placas recobertas com avidina, para a mesma

finalidade (11), sendo que a adição de uma etapa de saturação da fase sólida



com soro posstoilitou a introdução da quarta geraçio de ensaios para o hTSH

(71).

Os resultados obtidos no acoptamento saturando com proteínas do leite

forneceram outro instrumento vaJiosíssimo, de baixo custo e de simples

aplicação: a eficiência de saturação muito superior àquela apresentada pela BSA

indica possibilidades de aplicação também em outros sistemas.

O estudo sobre a identificação e a minimizacâo da ligação inespecífica,

relacionado com a maneira de estocar o firaçador e com todas as otimizações do

sistema para diminuir a influência negativa deste componente indesejável sobre a

sensibilidade do ensaio, demonstrou que o mesmo pode ser diminuído e

controlado, com conseqüente meliora no desempenho do IRMÃ magnético (19,

47, 61). No presente trabalho, foram obtidos níveis reprodutíveis de ligações

inespecíficas, que podem ser mantidos sempre <0,1% (<70cpm), um resultado

somente descrito na literatura para um sistema magnético

imunoquimioluminescente da Ciba-Coming (12, 13), aumentando assim a razão

sinakuído para valores acima de 300-500. Ao nosso ver, foi somente com

valores de ligação inespecífica deste nível que foi possível alcançar a mesma

sensibilidade para o hTSH de 0,02mUI/L mencionada anteriormente para o IRMÃ

magnético também da Corning.

O resultado que melhor comprova a qualidade do nosso sistema

otimizado é sua sensibilidade funcional de aproximadamente 0,05 mUI/L de

hTSH, para um CV inter-ensaio de 20%, um valor que é somente 2-3 vezes mais

ato que o valor obtido para a sensibilidade analítica (da ordem de 0,02mUI/L).

Estes resultados classificam o nosso sistema como provavelmente o mais

sensível IRMÃ magnético já descrito na literatura (17, 18. 25, 26, 44, 48, 56, 58,

76,82).

A sensibilidade analítica é o método mais comumente utilizado para o



cálculo da sensibilidade de um ensaio, apesar de existirem orientações que

recomendam o uso da sensibilidade funcional (9, 29, 50, 57, 63, 70, 74, 80). O

cálculo baseado em apenas multireplicatas da dose zero (sensibilidade analítica)

não considera os erros ocorridos com simples duplicatas intra-ensaio, resultando

numa estimativa otimística do desempenho de um ensaio de hTSH (48). Porém,

ao nosso ver, este método pode servir perfeitamente na prática da comparação

entre vários sistemas de ensaio, especialmente para laboratórios que não

realizam uma rotina de determinações, as quais facilitam a construção de perfis

de imprecisão.

Quanto & sensibilidade calculada especificamente pelo método de

Rodbard. foram obtidos valores mais otimistas, ao redor de 0,008 mUI/L de hTSH.

porém uma comparação com outros sistemas comerciais cfim utilizam este

método de cálculo (35, 58), mostra também uma sensibilidade superior do nosso

esquema de ensaio.

Os valores analíticos por nós obtidos, além de estarem localizados no

limite máximo da segunda geração, servem também para indicar uma

reprodutibilidade muito alta para este tipo de avaliação inter-ensaio, com um

coeficiente de variação da ordem de 20-25%.

Em conclusão, lembramos que o desempenho do sistema IRMÃ

proposto, o qual baseia-se num esquema de ensaio não competitivo, é

especialmente condicionado pela atividade específica do traçador (22) que, como

já mencionado, é bem menor (cerca de 106 vezes) para o 125| que para um

composto não isotópico como o európkx Contudo, apesar deste tipo de limitação

inerente utilização de um radioisótopo, foi obtido um IRMÃ magnético com um

desempenho da mesma ordem daquele declarado por alguns autores com

relação a sistemas notoriamente de terceira geração. Com relação a

sensibilidade funcional, o nosso sistema também apresentou valores similares a

de alguns ensaios de terceira geração (70, 74, 80). considerando CV * 10 ou
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20%, como foram calculados por estes autores.

Ficou demonstrado portanto que um rígido controle sobre as ligações

«específicas pode aumentar enormemente a sensiMlidade de um esquema de

ensaio baseado em radioisótopo e separação magnética, permitindo uma

reprodutibiliclade de desempenho que pode acompanhar o traçador ao longo de

ua vida útil.
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