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MARGARIDA MIZUE HAMADA

RESUMO

. Estabeleceu-se um sistesma de radioimmoensaio de hordnio triio
© dotironina (T,) pela téanica de "Fase SOlida”, imobilizando~se anticorpo,
anti-T; em tubos de polipropilem pré recobertos com glutaraldeido polimeri
zado em meio alcalino 0 recobrimento dos tubos foi realizaco pela reagao
&sgrmosaﬁmcbmuwrpocunmsidmsﬁealdeidoquerembmaspare—
des dos tubos, tendo sido estudadas as variaveis seguintas: concentragdo,
pii, tempo e temperatura de incubacao do glutaraldeido e anticorpo.

Avaliou-se a qualidade dos tubos recobertos pelo seu deserpenho
metodolSgico no radioimmoensaio (RIE), analisando os diversos pardmetros
& ensaio, a saber: a dose minima detectavel,a ligacao inespccifica ("ico”),
"Xsos inclinac3o da cuxva ("Slope”), precisao intra e inter ensaio, exati
dao do metodo e dfgito de mérito.

Comparou-se esta técnim com outras duas, a téonica de "Duplo An
ticorpo” e de "Solugao PEG”. Na apreciagao dos resultados concluiu-se que
o8 parametxos obtidos foram semelhantes para as trés técnicas,  indicando
que 08 tubns recobertos sio aeruados para serem utilizados mo RIE nas oon
digies estabelecidas.



Os intervalos de valores Ga concentragao de T, no soro de  indi-
viduwos hipotireoideos e hipertireoideos e a faixa thm:walichhthT3 fo-
ran determinados para a teanica de "Fase S51ida".

A qualidxde e as drmrisums dos reagentes utilizados nos
RIEs foram avaliadas. O rendimento e perfil radiocromatogrifico da marcogao,
a atividade especifica e a estabilidade d> 1°I-1;, resiltados da  andlise
d& Scatchard (a constante de afinidade "K" e conentracao solar "q ") e a
especificidade do anticorpo foram comparaveis aqueles citados s bibliojra
fias pertinentes.



MARGARIDA MIZZE HAMADA

ABSTRACT

We have established a solid phase radiobmmmoassay (RIN) sys.ea
* for triiodothyronine (T;), by immobilizing triiodothyronine antikocdles s
the inner wall of reaction tubes. The antibody-coated tubes were made ’ia
reaction of antibody with glutaraldeyde residue pre cated on the imner all
of the tubes by alkaline self-polimerization. Peaction parameters sud. os
concentration, pH, incubation tesperature and incubation time for the gZuta
raldeyde and the antibody in the coating tubes were studied.

The quality of the coated tubes was tested throwh its pexforn.u.e
in RIA methodology, by analysing the following RIA parameters:minimm .etac
table dose (MD), nonspecific binding (NSB), " 50%", slope of the strrd.A
axve, intra and inter assay precision, accuracy of the method and f{iguwe
of merit,

The experimental data wzre canpared with two phase liquid  rudi-
oimuunoassay system, the PEG solution and the double antibody technics. he
solid phase RIA results obtained were onparable to those of the I'EG o
lution and the double antibody RIAs, indicating that the antibody o.knd
tubes are adequate for use in solid phase T3 RIA under the established o

ditions.



The serun levels of T3 in hypothyroid and hyperthyivid  patients

and the nommal values range were determined for solid phase RIA system,

The quality and characteristics of the reagents used in the RIA
were analysed. The efficiency of the raciodination procedures, the radi-
ochrunatogram analysis of the 1251—'1‘3, the affinity constart of the antigen
-antibody reaction "K", the entibody concentration "q " (Sctchard analysis),
and the specificity of the antibody are in good ayreement with those found

in the literature.
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I INTROMICA)

A glandula tireoide exerce, fisiologicamente, ura  importin-
cia ezcepcional scbre o organismo no ser humano. Dentre as suas atividades
destacam-se a produgao e secregao dos hormonios triiodotironina (T,) e tiro
xina (T,), o5 quais sio cansiderados metabolicamente ativos dentre os produ

tos secretados pela glandula tireoidiana.

Estes hormonics tireoidianos sao produzidos pelo estimulo do
eixo hipotalamo-hipofisario-tircoidiano. O hipotilamo secreta o  hormonio
liberador de tircotrofina (TRH), estimula a pituitiria anterior para que
ocorra a sintese e liberag3o da tireotrofina (TSil) hipofisaria. A tireotro-
fina (TSH) lJ.be.rada atua sobre a glandula e faz com que a céInla tireoidia-
na libere os hormonios (T e T,). Por sua 12z, a sintese e secregdo do TSI
sdo reguladas, de acordo com o mecanismo de retrcalimentacio neqativa, pe

los niveis de hormoniocs tireoidioros circulantes.

As celulas da tiredide captam iodeto do liquido coxtracelular
por um mecanismo ativo. O iodeto incorporado pela tiredide @ organific-o
rapidamente, fixando a aminoacidos contidos na tireoglcbulina (proteina ar-
razenada na substincia coloidal do foliculo tireoidianc} para cua utiliza

Gao na sintese e T; e de 7).

Entre os aminoicidos encontram-se mnléculas de tirosina na
qual se fixa o itcwo de iodo. Pela agRo enzimitica respnsavel pela  oxida
¢3o, a peroxidase, forma-se a ronoiodotircsina (MIT) e diiodotirosina (Lit)

(Figura 1).
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| = Formlas estruturals de noncidotirosina e dllodotirosina

A formagdo de T, e T, se da pelo acoplarento de dois resi
osls, cam a perda de un radical alifatico e formagao de um yrupaen
l-Gter iodado (Figura 2) (22/68/83),
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fiodotironina ('1‘3) Tiroxina (T4)

| - Formulas quimicas dos hoxmonios triiodotirciina e tiroxina

Estes horminios sao liberados mediante protedlise enzimiatica

ortades por protelmas plassaticas (IBG, 1BPA e albunina). 0 trans

stes honmonios se di em sua quase totalldade por melo da  llgag3o

a fragao albumina e TBPA tanbén ligam e transportam estes liomcni-
m can menor aflnidade gue 1BG. Estas protelnas estio ligadas ao Ty
r afinidade do ue ao T4, e caip resultado o T3 apresenta wa  neia

1ogica mus curta bem comwo uwna agdo mals rapida e fugaz

que o
,81,83)
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0 Ty € metabolicarente trés a quatro vezes mais ativo que o
T4 € apesar da sva baixa concentragao ra circulagio sanguinea, aproxdmada
mente 70 vezes menos que o Ty, contribui substancialmente na atividade ieta

bolica tireoidiana (15'52'83).

A maior parte do Ty circulante (76%) € derivado da monodesio
cacao do T, em tecidos periféricos, sendo apcnas wma pequena quantidade pro
duzida na tiredide. Cerca de 853 do T, metabolizado diarlarente & desiodado
a T3 e ao seu isomero, a 3,3',5' triiodotironina ('I‘3 reverso, rT;). O res
tante € perdido, aparenterente camo tiroxina e seus conjugados, ou wetaboli
zado pela desaminagdo e descarboxilagao da cadela lateral de alanina, a cl

,67,69
& tetraiodoacético (TETRAC) (5,12 ) .

Similarmente 'J'.'3 e r’r3 sao desiodados a 3,3’ ditodotironina
(3,3' T,), sendo o rT, tanbém desiodado a 3,5' diiodotironina (3,5’ T,). Por
outro lado, pode ocorrer a formagio de acido triiodoacatico (TRINAC) pela

descarboxd lagio ou desaminagio destas triiodotironinas (1®)

0 método utilizado na determinagao sérica do T, deve, portan
to ser especifico, pois a interferéncia destes conpostos que guardam certa
identidade com a molécula de Ty pode superestimar o valor deste hombnio

presente no soro.

Desde a icentificacgao do T3 em 1952(32)

» diversos métodos  fo
ram desenvolvidos para a determinagdo da sua concentragao no soro. O método
inicialrente desenvolvido envolvia, seqliencialiente, a extracao das tirond

nas (T e T,) do soxo, separagao do vy do Ty por cromt~grafia em papel e
quantificagio do iodo 1ligado ao Ty (T3I) pelo metodo quimico. Pind (6 om
1957 estimou a média da concentragdo do T,I nos individuos nomnais en
150 ng/dl, e cono o icdo constitui 573 do peso molecular de Ty, 0 media  da
cor.centragao de T, no soro fol de 257 ng/dl. Por wn mitodo similar, Macla

(55)

oL em 1957 avalicu a cmocentracio desse horminio « » 500 ngsus,  Fitzi2
|

tento, enta téenica mostrou-se pouco scasivel e yeprodativel, além dn 5o
|

a )



tediosa ¢ derorada ndo sendo, portanto, aplicavel & aotinag do Cnsavnm n

T3.

(61) . ) (a1)
Naumann e ool cn 1967 e Stecling e ool em 1369 adanta
ram o rtodo de ensaio por ligagao da corpeticao protéica de Murphy - Patte

(CPBA) (60) para qwnti.{icar;.i) de TJ e cnoontrarme, recpectivarente, 330 o

220 ng/dl de T, no soro de individuos nommais. Este notulo Luibém repwcia

0 processo de extragdo das jodotironinas do snro e coparacin o T3 do Ty
por cromatografia em papel para posterior mensuragao do Ty. Fsta taenica
fornecia :concentragoes de Ty sypciores apelas existentiss no soro, prova -

wvelrente, por causa da separacdo incowpleta do T, do T, < ao processo de

3 4
éosiodagzo do Tye @ qual conduz a formacao de T3 durantle o fase de crunto-
5 - '
r;:'afia( D . Por cutro lado esta toeanica rexjueria tenpo e volue Qo 50r0

grance.

-

Em vistz destes resultados Dussalt e col 1) e 1971, desen
volveram a tocnica de cromatografia om dupla coluna para determinagio  de
Ty. Eles obsorvaram que, quando corrigidos por artificics wtololdgicss, o
intervalo de cencentracZo de T3 ro soro en individuos morals vartava entre
25 a 203 ng/dt, com wma m3dla de 98 t 38 ng/dL. ias, além de ser wm  LSend
ca corplexa e demorada, a larya corregho por artificios melohliyicos s

- . {12)
va scrics preblencs .

1(53,64)

Mo inicio da década de 70, Mitsum e co desenvolveram

a cromatografia liquida-gasosa para determinagio o T3 & encontracam

cumeantragao de 137 ng/dl, enquanto que lagen e ml“”‘}” 1o mtodo de

dplo isotopo estimaram wm valor médlo dr 226 nr/dl, Ihtretanto, rperinen

tos com estac téenicas tem perranecidos liwitados, pels aldm de tral:alho
e e drve et ,...(13)
545, roquoren  insirurentos especializad.s .

O maior Censesvclvin.io na mmtadalogia dy Qo O 'l.'.; ford
()

0
creontyady por Lrown ¢ col om 107700 Blon podatasrant o pa et pey ey oy

Cuteagao do antt ooy, aat i"'i"y prmnicands eoolbe o oW e ety gy v e
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posto maior, o succinilato de polisina. Ppesar doste anticorpo nao ser aée-
quado, por apresentar uma reagdo cruzada ée cerca @e 53 com T,, necessitam
do, portanto das fases de extraglo e cromatografia similar aquela usada por
Sterling (84)

as lodotircninas ndo s2o antigénicas na sva forma natural.

, esta Cescoberta representou uma contribuicdo importante, pois

Desde entao, miitos progressos foram alcngados utilizando-se

um variedade de processos qui.mcos para ligar covalenterente o TJ a outras
roléculas maiores, para a imunizacdo, a saber: albumima, tireoglobulina, po

1 2
lisina, cbtendo-se assim anticorpo, anti~T, altamente especifica (7,16,25,26,

43,53)

Estes resultados corduziram 2o desenvolvimento <o radicmnoen
(3,28)

saio (RIE) para dosagem de T3 total no soro. Os primeiros resultados
dbtidos na sua determinagdo apresentaran ~alores notadanente  diferentes.

Chopra e col (7 estimaram a concentragao ce T3 no soro de individuos: nor

mais 0 intervalo entre 100 a 170 ng/dl, enguanto Gharib e col (26) encon
traram uma media de 218 t 55 ng/dl. Essas diferencas ocorreram por causa da
interferéncia da proteima ligadora do '1‘3 no soro que pode limitar a eficién

cia do T, na reagdo ccm o anticorpo.

No entanto, adicirnando-ce na mistura de incubacao do  RIE ,

(54), salicilato de sodio (50), wertiola

(15)

substliicias como tetraclorotironina
te () e acido anilino naftaleno sulfonico (ANSA) pura blogquear = pro
telnas ligadoras de T3 & soro, ercmtraranmse variagoes pejucnas non esti~
rativas do valor nédio da concentragao ce T, no soro de individwos normeis,
Assim, o valor medio variou entre 110 a 145 ng/dt com intervalo de 50 a

210 ng/a. 43,

Alguns investigadores ndo convencidos da exatilly de wn  sim

cles IIE de '1‘3 total, desenwolveram metodos pals trabalthosos de MIE g m

~ 7,85 s ot . " ~
uexam extragao do 50"‘f;( ' ), rmes oS resultades peles dois ctodes nao [o

(13)

o sienificativonente difecentes



Mo presente, o rtodo mais utilizado ra sva dosagem & o radio

immoensaio (13), que se caracteriza per ser altapente preciso, especifico e
sensivel e ainda oferece a praticabilidade exigida, tornando-o exequi
val (28).

0 principio do radioirunoensaio baseia-se na coarpeticio entre
antigeno marcado isotopicamente (Ag*) e nao marcado (Mg) pelo anticarpo (o),
formando conplexo antigeno—antimrbo. Essa reacao de competicao cbedece  a

lei de acao das massas e pode ser representada pela equagdo:

antigeno Anticorpo Camplexo

Marcado + Especifico T—————— MAntigeno Marcado-Anticorpo

Mg* I M* - I

«———

+

Anticeno
nao marcado
g
|
Carplexo
Mntigero nao marcado-Anticorpo

Ag - Ac
okl Ml
Mesta reacdo a quantidade de produto antigeno marcado-anticerpo  {Ng* - Ac)
& deperdente da quantidade adicional do antigeno ndo murseds. Assim, quanto
r2ior a cuantidade de antigeno ndo marcado no refo da reaqdn, menor a cuan-
ticade de anticorpo que estara dispenivel para a ligagio cun o marcadv. Mon
tendo constante a quantidade de ancicourpo e de antigeno marcado COrYespon
dentr . a adigio de padrdes de antigero nao marcado o concentragy.es crescen
tos, ccasionard wn doslocanento proporcional diacpuele narcinco a partix o
complero antigeno-anticorpo, obadecendo a led de agio das rassas. lossa for
ra, pode~se determinar a quantidade de antigeno de wa amontra desoonhecids,

fazonlo~ge 0 ) (o wa coma dose o rosponta (entidals T Ny oversus o ra



dioatividace da fragdo AghIc).

Cs resultadcs ecsenciails para o PIE, conslatom, portanto, 1)
ro prepexo éo antigeno mrcado e das solugoes prlies (antigenn nio mucalo
wsado como refercncia am concentraglo cresoente), 2) ma ehtengan Co ontionr
po especifico e 3) rx errolia de técricas adyjuwulas Gue peormiten a-  sopara
¢ao do camplexo antiqeno-anticorpo do antigeno livre aple atingirem o ejui

1ibrio da reagao*.

Os critérios para a seleqdo Jde wa  eenica dn sepacayi  en

tre as fragtes “"ligadas”™ e "livies” devonm alendor 0s aspoclos seauintes:

a) eficiéncia da separagao conduzisrlo a porjprmies valores o
crro Ce classificacdo,

b) praticabilidade (sisplicidade operacional, rapidez, ctr)

c) econcmia e .

" d) confiobilidade (precis3o, exatidi)., espectficidade e sensi

bilidade).

Os diversos matodos de separagan ompregales baselam-se pas AL

- . n o
ferengas de configuragao molecular entae o antigeno lig»lo e o l.I.va ). Ha
- . 3%,75,.
tecnicas baseadas nas afinidades adsortivas dos atigenos livrrm(’q’ 15,92 ’
. -~ . o {27,41,97)
na nigragao diferencial do conplexo fonmado ¢ da Irimiv livie

nas precipitacoes seletivas dos corple:r~ antiogrerer-anticmyn por won

11,77 ~ . {20 , N, RN
sal( ! ), por um colvwnto orqmuoo( )on PO um sepuko nnl'zrxvr,rr;” v !
83)

. Exdstem ainda as técnicas que adsorvem ou owpilexan o saticorpo cm

terial de fase sOlida, como por exmuplo, a adsorgfio o L plastior—  ou

- 71)
caplexagao com dextran 071071}

A dasagem do Ty & utilizada em auplda eseala o cato dr endo

R S T {1n . [ R LTS B et L o
woRosoe Ao aque o prnmonbla tuabatho oo oot
|
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crinologia, no diagndstico do hipertiroidismo ¢ hipotiroidismo,

A importancia econGirica ¢ sccial da dosagem 0o Ty studen, po
¢ sor aquilatada pelo ceguinte exarplo: Kos secqoes de RIE dos Liriratod
rios clinicos modernos o T, abrange aproxiradamente 153 de toda a 5w roth
na. Aoesar dessa incontestavel irportancia, lanentawmlrente, em nresn  mrjo
2 maior paroela do cansieo de reagentes utilizadng na sua dosagom & ainddade
procedincia importada. A necessidade da frportacan émn rovientes ton sido

justificada pelas dificuldades tecnoldgicas de SuIS preparagoes.

Dentre as tionicas de RIE mais utilizadas atualmente para

quantificagio de T3 destacym-se a denominada de "Solucao PEG” 20) de "uplo
.'-r-ticorpo"(ss) e de "Fase solida" () . Estas trds tocnicas diferom entre si

no processo d2 separagzo da fragio do antigeno Iivre do corplewd antigeno-

anticorpo.

Na técnica da "Solugio PEG” utilizi-se a propriedade do polis
tileno glicol @» precipitar, mediante centrifugacio, moléculas do  tamartn

das garmaglchulinas, consuentemente, o corplexo antigcho—anticorpo.

Na toenica do "Duplo Mnticorpo”, um seqgundo anticorps, antidga
raglobulina & usado para prrripitar o conplexo primarin. A 'Hagie etre o
primeiro e o sequndo anticorpo forma complero (o proporgoes toleculares (ue
pormite a sua precipitagio. Este recurso tem a caracterIstica de apresertar
alta afinidade pois, o segulo anticorpo recenhoce espificuwente as o
globlinas do primeiro anticorpo dentre as demals proteinas Jo welo siriro
da anostra. No cntanto, este r2todo necessita tawiZm de centriiugacin e ée
um pariodo adicional de inctbagio, na qual £2 prooessa a linacdio o segun's

citicormo com o prineiro.

Ilguns autores coibinam estas duas Lecnicas utillvardo  cran
solugio &o pz:c',:.i.pi:_.'u;fio a mistura do PEG com o oegavl aadi: :;';"o”/ L

’ 3 ared come 3 P . e [V PF B PR " ey Y- .
alucnntiva oo Podomrente fe bons caracterintionss deoelas, et e, o0
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ta afinidade, baixo nivel da reagdo cruzada e praticawente nio necessita da

scqunda fase de incubagdo, esbora ainda roqueira fose laboratixial de oon

Na tecnica da “"Fase SOlida™, o anticorpo & fizalo om il

. - - {10,45,65,71)
res insoluveis, por exesplo, na parede éo tubo de reagaw :

fixagdo dos anticorpos a swperficies solidas pode ser feita por sirples ad

8,10) (35,65,71,76)

-~ -~ » ( 3 - »
sorcao fisica ou por ligacdo cuimica covalente Coped

reste caso a reagao antigeno-anticorpo se realiza . fase s56lida, a separa
Gao da fragao livre ¢o canpiexo € feita por simples decantacdo da fase 11
quida. E considerado o metodo de separagao mais pratico e eficaz da  fragio

(13)

livre da ligada . As vantagens desta técnica sao inimeras, a saber: 7 la

boratorialmente mais simples, nio necnssita de centrifugagio oorn as demais
cxige o minimo de operagoes ¢ grande rapidez de trobalhio, [-mweitindo  assim
qie intreras de:emlrmg&:s sejam realizadas rapidamente. Pode ser utilizada
por qualquer laboratdrio que possua un medidor de radioatividade e geralmen

te apresenta rethor perfil de preciséo nos resultados.

(hserva-se na literatura wm preocupagao crescente qunto ans

aspectos metodologicus que conduzem @ sirmlificacan da dosagem dn hormg
2,24,45,76,79) - - - -
nios (2,24,45,76, . A razao desta temdencia e que parcela pondersil das

sociedades modernas fazem hoje uso da metodologia dos radioensaion. princi-
palmente os de "Fase S5lida”. Sdwnidt e ool (77) ;- 1atam que na tepiblica Fe
deral da Alemanha aproxime~nente 40 ilhces (60%) de sous habitantes 53

submetidos anualimente & prova desses radioensaios.

Kesar de todas cssas evidencias, aparmutoente mito  poucn

atencio tem sido dispensada a certas fases experivontais da prepatagan G

- 2 .
tubos de "Fase Solida” e suas pmpriedades( ) , Particularente on WXa50

iTio,.
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PROFOSITO DO TRABALID

O jetivo deste trabalho ¢ estabelecer aspectos tedricos e

praticos da metodologia da prepiiagao dos tuwos de "Fase 50lida” para a do
sagen de triiocCotironina (T3) , avaliando o sen & serpenho rntoblcico  no
radioimmoeenzaio, quanto aos critéries de confiabilidarr o enzaio relatan
do-se a precisio do ensaio (perfis intra e in*~r-ensaio), emtidio, especi-

ficidade, a dnsa ninima deteciavel (DMD) ¢ a malidade o caracteristions dos

reacentes basicos utilizados.
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I, ERPVTIIS, PEAGEHTES EPDOCEDIE 50 DOYRIN,

1. eonpnEios

1.1,

1.3.

1.4,

1.6.

1.7.

1.8,

1.9,

.

Balanga  analiticn pares Pobtler, moxdola 2207, Zariepss - Cuien

Mgitador magnetico mawca Fischer S~ientific Co., revizlo Mo, UG AL

Coluna crovutografica de dimensao 0,6 x 30 ¢m i mntrn o+ Alburs)

mrca ¥, Srvcia.

Coletor e fracoes automitico marca LiB, mouelo Uityss-~ opn. "

cia.
Bonba peristaltica marca IKB, modelo 4912 A, Svicin,

Centrifuga automatica com unidade de refrigeraiv) Dan-1H2 Lipo
PR-600 da International Frmipanent Corgviny, Heedbam Heirhts |,
Massachusetts, E.U.A.

Sisterma automatico de detescao de radiavZo com cindilator (e
IRI(Te) tico poco de 3 x 2 polegadas maren “rwleay Chiqmeey, 100,
Ngitador Vortw=Genie nxddelo K-500 G marren Greientifie Tnbotrios

Inc. ~ Springficld, ithss., ULS.A,

Corputador area 1Y 370 mxdelo 155 do 0PD — oot st (o Drrver

camenter by Prrkyrs o110 Comionlio Macional o0 Yiespgion jieel cop oo

CUetas antendben poren GURFGEDY, by o6 A



1.11. Espectrofotdretro marca ZEISS P - 11 da Carls Zeiss, Alemanha,

1.12, Bomba de vicwo ca Millipore Filter Corporaticn, Massachusetts

U.S.A.

1.13. Tubos ¢ ensaio 12 x 75 mm, de polipropileno, Vidrolobor, S3n

lo.
REAGENTES

2.1, Triiodotironina emoregada na preparacao de soro de referencia
drces) e na cbtencao do anticorpo, anti-T,
3,5,3' - L-triiodotironina da Sigma Chemical Corpany, St. Louis

Mo., E.U.A.

2.2. Difodotircnina erpregada na marcagio (TZ)

12,

(pa

——

’

3,5 - L-diiodotironina da Sigra Cher’~al Comany, St. Louis o, ,

E.U.A,

2.3. Substancias analogas a triiodotironina utilizadas no estudo dz2 espe

cificicade

2.3.1. Triiodotirrmina reverso (t’!‘3)

?,3',5' triiodotironina da Sigma Chemical Corpany, St. Louis,

Mo., E.U.A.

2.3.2, Dilodotirornina (TZ)
3,3' diiodctironina da Sigma Chemdeal Conpany, St. Louts

M., E.U.A.

’
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2.3.3. Tiroxina (T")
3,5,3°,5" traiodotironina da Sigma Chemical Compary, St.

Ionis, Mo., E.U.A.

2.3.4. Ecido tetraiodoac2tico (TETRACY

3,5,3',5' &ido tetraiodoacBtion  da Sigma Chemical Cowpa
ny, St. louis, Mo., E.U.A.

2.3.5. Acido triiodoacStico (TRLAC)
3,5,3' acido triiodoacstico da Sivm Chemical Cowpany,

St. Louis, Mo., E.U.A.

2.3.6. Diiodotirosina (DIT)
3.5 ~ Diiodo-I~tirusina da Sigma (hemical Compary, St.Iouis,

f'b. I B.U.A'

2.3.7. Monolodotirosina (MIT)
3-Iodo-L~tirosina da Sigma Chemical Company St. lowis Mo.,

E.U.A.

2.4. Tampao Fesfato 0,24 pd 7,4
Monchidroenofosfato de sodio (NazllP0412H20), Merck S.A. .. 58,02 g
Dihidrogenofosfato de sidio (NaH,po,121.0), terck S.A. .... 5,28 g
Fgua Gestiladd c.ecceccrrercrreccscercecrcrnncenns esg.S5.p. 1 1

2.5. Tampio Fosfato 0,021 di 7,4
Dilui¢io do tampao anterior 1:10

2.6. Tanpao Fosfato 0,050 ;i 11,9
lonchidro;2nof_:Zatn & potassio (KJiP0,) , torck 5.A. ..... 8,3 ¢

Tea stilala seiieiriierierinenecrenne. P 7 7% < T | 1



2.7.

2.8.

2.9.

2.10.

2.1,

2.13.

14..

Aoerto do pil foi feito com MNadki 1IN

Tarpao Veronal 0,05M pH 8,6

Ecido dietil barbitirico (G, W,0)), Merck S.A. «oeeel... 1,884 g
Barbital sodico (CGHIINZNaO3) . Herck S.A. ..... ceceesene .. 8,200 g
Agua Qestilada ..... ceteerencnans ceorenons creereaen g.s.p. 1 1
Tarmpao Veronal 0,025 pii 8,6

Diluigio do tampao anterior 1:2

Solucao saturada de sulfato de amtnio

Sulfato de amonio (NH4)S)4, MEreK S.A. ceeerecncrenncanss 796,50 g
Foua Gestilada ..... terereceniereneaooan veseersess Q.S.p. 11
Bicarbonato de Sodio 0,1M

Bicarbonato de Sadio (Na!m:;), FEXXK Su.B. crececercovennnns 8,801 g
Foua dostilada covevecccccccnnnsncnnccacceccccanns q.3.p.. 1 1
Cloramina T (Cl - T)

clm‘m T (c7“7C].‘.::ao7s.3:120) ’ l'k—';(k SvA. ----- fvvevorvae 5,25 g

Tarpao fosfato ée sodio 0,2M pH 7,4 .eeveereenn.....5.P. 1 1

satabissulfito de 56dio
Metabissulfito de s3dio (MNa,5,05), Morck S.A.  eeeveenn.... 10,5 g

Tampao fosfato de sodio 0,24 pil 7,4 eceeevecnveee. guS.p. 11

solucho Fisioldgica
Cloreto de sodio (N2€C1) , InrcX Soh.  cvveceveensereacnsse. 8,765 g

foua dostilod s.veeveesecrarrrecrcccecncrnoncess G500 1 1



2.14.

2.15.

2.16.

2.1,.

2.18.

2.19.

2.20.

2.21.

2,22,

2,23,

Propileno Glicol, 508

Propileno glicOl c.ecienniiinecinnnnencencens cerene ceeees 500 m1
Agua destilada ..oeeene-... cetectncnnnane veecetvennns esee 500 ml
Iodo radioativo

Nal2%1, livre de carregador e redutor, adquirido da Niaw  England

Nuclear, U.S.A.

Sephadex G-25 fino (particula tamrhn 20-80u), da Pharmacia Fine

Chemicals AB Uppsala, Sweden.

Azul de bromofenol da Merck S.A. - Indistrias Quimicas Pio de Ja
neiro.
"Plasma azul” - plasma corado com azul de bramofenol

1 Ciclchexil-3 (2-mor.olincetil) carbodiimid» meta-p-tolueno  sul
fanato (C21}233N304s) da Sigma Chemical Comparyy, St. Louis, Mo, ,

E.U.A.

Dimetilformamida (HCON((Il3)2) da Merck A.G., Darmas*~rit, Alrmanna.

Soro alburina bovina fragao V. da Sigma Chemlcal Cospany, St.louis,

Mo., E.U.A.

Adjuvante completo de Freund, da Difco Laboratories, Detroik, Mi.,
E.U.A,
Mijuvante incompleto de Freund, da Difco laborateorio:s, Introit,

Mi., ELU.A.
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2.24, Carvao ativado da Merck S.A. - Indistrios Quimicas, Rio de  Janei

XO.

2.25, Mertiolate (Timerocsal) da Eli Lilly do Brasil, Sao Paulo.

2.26. Anticorpo antigamaglobulina de coelho, obtido em cameiro no
IPEN-CMEN/SP, Sao Paulo. - .

2.27. polietileno Glicol 6000 ‘77C), adquirido da Indistrias Atlas, Sdo

Paulo.

2.28, Acido anilino naftalero sulfonico (ANS) da Sigia Chemical Conpany,

St. louis, Mo., E.U.A.

2.29. E.D.T.A. ~ sal disdcdico de arido etilenodiamintetracético dihidra-

tado da Merck A.G., Darmastadt, Alemanha.

2.30. Glutaraldeido 25% da Merck A.G., Darmastadt, Alemanha.

3. PROCEDIMENTOS EXPERIVMEMTALS

3.1. Marcacio do T, com 1251

(42)
A retodolegin empregada baseou-se na descrita por liunter ,

utilizando coro agente oxidante a Cloramina T(Ci-1) para sintese de ’251-'1'3
partindo de diiodotironina (1) e 12°I. Para tanto, 1y de T, fol dissol
vido em 5 ml dz propllero gliool 503, adicionando-se 25 ul e MoGil 1, Al
quotas dessas solugao foram pipetadas em tubos ¢ vidro e mantidas a -20°%C

até a ocasido da imrecagdo.

A radioiodagen fol efctuada adiclorindo-se o L oo de cnsalo

e 12 » 75 mm com fundo oBnico, 20 vl Qo tanpio (47 Yo 0,23 1At 7,0, 1 .
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3 ul (37 May; 1 nCi) de Nal?25T, 5 ul de solugdo T, descrita acim, conten-
do 1 ug de T, e, em seguida, 10 ul de solugao de C1-T enm tampio fosfato
0,025 M pH 7,4 (52,5 ug de CI-T). ApCs 40 sequndos a reacao foi interrompi-
da com 10 ul de solugao de metcbissulfito de sGdlo em tampdo fosfato (105ug
de metabissulfito de sGdio), sequido de 50 ul de propileno glirol 503. Os
reagentes foram adicionados em intervalos de terpo curtos, sob agitacdo su
ave e cantinua com o auxilio de um pequeno fragmento de ago inoxdAivel man

tido no tubo de marcagac em rotag2o por agitador magr3tico.

A sequir, a mistura da reagao foi perooladz por uma coluna de
Sephadex G-25 fino cam o awdlio de micropipeta automatica, para o purifica

¢ 0.

3.2. Purificocao da Triiodotironina Radioiodada em Coluna de Sephadex

. No preparo da coluna, o gel de Sephadex G-25 fino foi previa-
mente elz;‘t\mecido ccm tampao fosfato de potassio 0,05 M pH 11,9, durante 24
horas. Foram feitas quatro trocas, com aspiragao do sobrenadante, utilizan
co-se uma berba de vacuo. A sequir preencheu-se ura coluna de vidro de 25am

ée altura por 0,6 cm de diametro ocom o Sephadex.

0 substrato marcado foli purificado em uma coluna de Sephadex,
assim preparada, sequindo-se basicamente os procedirentos descritos por
Kjed;I e col (46).

Imediatamente apds a adigdo da mistura da marcagao, a eluigio
foi feita cam o tampao fr=Zato N,05 M pH 11,9 e fragtes de 2 ml foram colhi
das com o aux{lio de um coletor automatico 1KB, mantendo fluwo de 40 mi/h
com uma borba peristaltica. Logo apds a ooleta de cada tubo, adicionouse u
ma gota de HC1 6N com uma pipeta de Pasteur, para reutralizar a solugcio
pois oshommG..los rarcados s30 instavels em solucGes alcalinas. Foram cdleta

¢as 50 fragdes e de cada uma dessas £r-es aliquotou-se 10 ul para analise
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no contador gama a fim d= tragar o perfil de radiocrcmatograma e determinar

o pico correspondente ao 'I‘3 rarcado.

As fragoes correspondentes ao pico de T4 marcado foram mistu~

radas e armazenadas a -20°C em solugoes de propilenoglicol 59%.

Para verificar a estabilidade do ’251—T3 armazenado, fomm re
tiradas aliquotas em intervolos de terpos variaveis, sendo recramatoqrafadss
sarpre nas resmas condigoes mencionadas para purificacio e, paralelamente ,
efctuou-se a radiocromatografia por eletroforese. Para tanto, aplicou-se a
una fita e papel thatman 3 M4, colocada em séntido horizontal scbre um su
porte dentro de uma cuba de eletroforese, uma aliquota de 325[-'1'3 misturaca
em 10 Wl de "plasma azul”. A eletroforese foi desenvolvida em tugao fos'a
to 0,02 M pil 8,6 empregando-se 2 mA por fita, interrompendo-se quando a man
cha azul se distanciar 5 cm de origem. As fitas foram secas a tenperatura-m
biente e cortadas em intervalos de 1 cm, iniciando-se 2 cm antes do  ponto
de aplicagao. A radicatividade de cda segrento foi oterminada no contador

gwyma, tregando-se assim o perfil de cromalograma.

3.3. Rendimento da Marcacoo do Hormonio

Os compenentes presentes na mistura da rrcagio sao  adsorvi
ds ac Cephadex com diferent~s afinidades, apresentando assim diferentes co

eficientes de particdo (4,43)

. Estes foram identificados pela posiqdo dos pi
cos de atividade no crunatograma ¢ as areas mxﬁs;m&:ntes a cada coTpOorén
te foram avaliadas pela integral da area determinada por cilculos — nunéri
cos, pacticularmente utilizando o sistema corputacional MNACROM (30), dispo

nivel no Departamento de Processamento de D.olos do IPEN-CHEN/SP.

Para os cilculos de rendimento da marcacdo foram levados  em

ccnsideragdo as arras corresponkientes a cada corponente,

A rorcentacem do rendimento da marcagao 6 dada jor:

- . . e e

Ve~ e ., T e gy
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Ar3+b'r4
A'r3+“r4+“1

x 100

onde:

area corresponcente ao pico de T3

q'u
n

= area correspondente a0 pico de T,

A; = &rea corresporcente ao iodo ndo reativo

A porcentagem de 123I-T. formado na marcago & dada por:

M

3

SRR

x 100

3.4. Peterminacdo da Atividade Especifica da !2%1-T,

A atividade especifica Joi detemminada pelo rétodo e auto
deslocanento(sg) , incubando-se quantidades crescentes do hommmio marcado
com quantidades constantes do anticorpo e demais condigoes de ensaio simila

res dquelas enmpregadas para os padroes.

Para esta deterrinagao, fol feita primirarente um curva pa
dcao, e a sequir foram incwbadas amostras radioativas contendo 5, 10 e 20
v~zes a radiocatividacde utilizada no ensaio, sem adigdo da massa fria, ou se
ja T3 ndo marcadd. A leitura da massa de T, existente nos amostras radicati
vas foi feita utilizando a curva padro. A resposta Y = B/T foi calculada
para cada quantidade (radicatividacde) do '1'3 marcado, onde B representa a
contagem relativa a0 conplevo ‘T3 - e (T4 marcado lgado ao anticorpo) e
T a oontagem .uial pmmntc no sistera ée rcagio ¢ comparcu-se por intoerpo-

lagho com 08 respectivos valores dos puleoes. A sogulr, tracouwrse o grafico
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en papel mﬂhri:trado, tendo nas orthr'.aées as relaces B/T ¢ em abeissas as
cancentragoes de T3 da amostra radicativa. Efetuou-se a regrssio linear en
tre a radioatividade total utilizada na incubagao e a respectiva massa esti
mada. A intersecgao da reta com o eixo das ordenadns correspande a  massa

do hommtnio radiocativo que foi utilizado para definir a curva padr3o.

A atividade especifica é calculada pelo valor do coeficiente
anqular  da reta, maltiplicada por o fator adequado para conversao da uni

dade apropriada (Sq/qg).

3.5. Obtencdo do Anti-soro, Anti-T

]

3

3.5.1. Preparag3o do conijugado '1‘5 - ShB

DPevido ao baixo peso molecular do T4 e por nio ser antigénico
na sua forma natural (13), o T3 foi conjugado ao soro albunina bovina (SAB),
utilizando a técaica de carbodiimida'M antes da injecao, para que respostas
immologicas consistentes fossem cbtidas. Assim, 30 mg e 1 ciclohexil-3
(2-rorfolinoetil) carbodiimida meta-p-tolueno sulfonato "FORFO-CDI”  foram
adicionados a wma solugdo de 57 mg de soro albumina bovina em 25 ml de &
qua destilada. A seguir 20 mg de triiodotironina e 10.0090 ¢y n ‘251-'1'3
dissolvides em 5 ml de diretilformamicda foram adicionados gota a yota a cs
sa solucdo, scb agitagdo suave e continua, mantendo o pif da mistura constan
te em 5,5¢cam liCL 0,01 M ou NaGil 0,01 M. Apds 10 minutes de incubagio em tem
veratura awbiente, adicionou-se 10 ry de "MORFO-CDL”. A solugiho foi conser
vada em temperatura anbiente sob constante aqitar;ﬁo, na ausencla de luz, du

rente 18 horas. A ristura da reagao foi dlalisada em dqua Cestilada oorren

te por 72 horas.,

Paralelamente, uma mistusy da reagio contendo Ty 1790-1, @

"FORTO COT", ms na ausencla o SAB foi prepasnda jolo maseo prooxlimnto.

- I - - -
0 ninnro 42 residuos G '1‘3 inrporae & ¢t pnlicnia o
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SAB  foi estimado pela xalioatividade nao dialisivel da mistura de conju-
gagao, fazendo-se primeiramente uma correcao entre esta radicatividade pre
sente nesta mistura e aguela encontrala na didlise da mistura livre de

ShB.

3.5.2. Preparacao do anti-soro

Os anti-soros foram cbtidcs em coelhos, utilizando-se a técni
ca de immizacido baseada em multiplas injecoes intrad@rmicas dorsais P79V

Selecionaram-se 3 coelhos para imunizagao e estes tiveram ini
cialmente seu dorso cuidadosarente raspado. Apds 24 horas, inoculou-se 2 b
de uma emils>o de partes iguais de adjuvante odnpleto de Freund e 150 ug do
conjugado T,-SAB em solucao fisiologica. Aemuls.:'ao foi distribuida aproxi-
rmadarente em 50 "botdes” intracermicos, conforme esquema da fiqura 3. Este
procedimento foi repetido em intervalos de 15 dias, aproximadamente, substi
tuindo-se a partir da sequnda dose de reforgo, o adjuvante campleto de
Freund por adjuvante incompleto, |

Apds a terceira dose de reforgo, retirou-se,no maximo, 10 ml
de sangue de cada coelho. O sangue fol mantido por duas horas em banho ma
ria a 37°C e a sequir centrifugado a 1000 g. O scbrenadante (soro) foi sepa
rado para o estudo de titulo. As amostragens foram repetidas apcs 8 a 10
dias de cada nova dose de reforgo. Selecionou-se, para posteriores experl

rentos, o anti-soro que apresentou as melhores caracteristicas.

3.6. Separacao das Immdglobulinas G (IgG) do Anti-soro, hnt.l-—'r3

A £im de purificar o anti-soro selecionado, - isolaramse as
immnoglobulinas pela técnica de precipitagao pelo sulfato de anﬁnio‘BZ) . U
rma solucdo saturada de sulfato de amonio foi adicionada gota a gota, sab a
Gitagzo continua, atd que se completasse wma proporgiao dr 33% em 10wl e

anti-r~ro. A solucao foi montida scb suave agitacio durante aproxtsadamente
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Figura 3 - Esquema ¢ distribuicdo em miltiplos sitios da emlsdo no dorso
raspado do coelho. Cs pontos Pr~tos na area raspada  Depresentim

'"potoes" de injegoes intradérmicas de 40 ul
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20 horas, sendo estes procedimentos realizados a 20°C. A sequir, a soluao
foi centrifugada por 15 minutos a 2.509 g e o sobrer=dante decantadn. O pre
cipitadn foi entdo solubilizado en 10 1l de bicarbonato de sixlio 0,1 M e

dialisaco contra 2 litros do resmo tampao bicarbenato por 24 horas a 4°c,

A concentragao de proteina do extrato foi determinada, medin

do-se a absorvancia em 280 nm.

3.7. Preparacao dos Tubns de Fase Solida

O anti-soro, anti-T, purificado foi aderido ds paredes de tu
bos de polipropileno de 12 x 75 mm, utilizando glutaraldeido para pré-reco—
brimento dos tubos, e assim efetivar a reacio dos residuos do glutaraldcldo

das paredes dos tubos com o anticorpo.

Adicionou-se 1 ml de solugdo de glutaraldeido 2% em aqua des
tileda e acertou-se o pH da solugao para 9,5 com Nadl IN. Apds repouso du
rante 4 horas em temperatura arbiente, decantou-se essa solugio, lavando-se
3 vezes com tampao vercnal 0,025 M pi 8,6 para retirar o excesso de  gluta
raldeido. Secaram-se os tubos a 4°C. A sequir alicionou-—m 1 ml de mtiorr
po diluido em tampdo veronal 0,05 M pH 8,6, com titulo capaz de corplexar a
proximadamente 25% o tragador radicativo. Os tubos foram deixaldcs em ropou
so cn tenperatura de 49C durante 24 horas para efetivar a reacao des resi
duos de aldeido, nos tubcs plasticos, com grupo amirn do anticorpo. Entlo, a
solugio foi decantada ¢ os tubos lavados com tamio vercmal 0,025 M pit 8,6
por trés vezes, seguindo-se de incubacao por 30 minutos com solugdo de SA3
0,5% neste mesmo tampao, repéte—se 0 processo de lavagem e leva-se d secura

a 4°C. A figura 4 ilustra as fases experimentais:
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Figura 4 - Esquera de preparacio dos tehos de fase solida, utilizan’o o, glu

taraldeido para pre recdorirento dos Lidrrs,

Estudos foram realizados, utilizando-ce glutaraldeldv em dife
rentes concentrugoes e pil e variando-se a tenperatura e tenpo de incubagio

no recchrimento dos tubos.

Paralelamente, utilizou-ce outro procedliento o qual o anti
corpo foi aderido as paredes de tubos de polipropllenv por sinples adsorgia
Para isto, adicionouse 1 ml da weswa solugao & anticorpo om tuxs A2 poli
prepileno som tratamento oo glutaraldeido e ropelirun-se o prooylisentos

3a mencionados, conforme a {ligura 5.

AECOMRIN CON LAVAR COM  SITAR  INCURAN CON  Qavam C('w  SrCARN
ANTISOROD pHAS TAMPAO SON0 ALPUMINA TAMPAD
VEROPMAL BUYINA (SABY YEPRP oAl

FRHEENCHIMENTIOD €/ SAR
i POe 108 BAQ J
ADSORCAO H - RECOUE R IO «eme
Fiqura 5 - Esquora de preparagao dos tibos por sinples adsorgao

-~ [ 4 ¢ v
3.8. Avallagao mas Caraclocisticas do Mnaticorpo

Gi luienry filpan™a O anlicor o

3.2.1, Iotemning

Vel s e feiiun

Dara Cotormds g AT BRSPS
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aderidos acs tubos de polipropileno: anticorpo, anti-—'l‘3 nas diluigGes de
1/10, 1/50, 1/100, 1/500, 1/1000, 1/2000, 1/5000 e 1/10000 sequindo s res
ros procedinentos utilizados na preparagao dos twbos de fase sdlida. A se
guir, foram incubados com 40.000 cpm do tragador, nas condiqoes similares

do ensalo.

A diluigao do anticorpo, que proporcionou wna ligagio em tor
no de 25% com o tracador, foi escolhida para a prepar~cao dos tubos de fase
solida.

3.8.2. Especificidade

A especificidade do anti—sor.o, anti-'l'3 fol avaliada pelo grau
da reag3o cruzada cum os possiveis interferentes. Realizaram-se ensaios
nos quais substituiram-se os padrdes de T3 por padroes de substincias oom
estruturas moleculares que guardam certa identidade com as moleculas de T3,
a saber:

3,3, 5"1'3 (1‘1'3)

3,5,3',5"1'4

3,3"1'2

3,5,3',5' Acido tetraiodoacitico (TETRAC)

3,5,3' Scido triicdoacstico (TRIAC)

3 monolodotirosina (MIT)

3,5 diiodotirosina (DIT),
cujas formulas estruturais encontram-se na figura 6.

Utilizaramse guantidac’es variando de 1 ng a 1000 ug (1 ug a
1000 mg/dir) na preparagio dos padries destes compostos e determinow-se  a
concentragao necessaria de cada conposto para deslocar 50% do COp X0

12 51-'1'3-'anticorpo .

0 Indice de ~n730 cruzada de cada coposto foi adotado comp

sendo a relagao entre a concentragav de '1‘3 requericda paza dralocar 900 do
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Figura 6- Férimalas entruturais o coopontens andleo
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corplexo 1251-1'3—antimrpo e a concentragio do ccrposto analogo que desloca
50% do composto do camplexo '231-T -anticorpo, descontando-se o nivel  do

nao especifico (RSB) %,

3.8.3. Caracterizacao da constante &e afinidede e concentracao  no-

lar do anti-soro

Caracterizou-se a constante de afinidade ou equtlibrio (K) e

concentragao molar (g) do anti~soro pelo metodo ce Scatchara!’®) |

3.9. Preparacao da Mistura de Soro Humano Isento de T,."Soro Strip”

Na preparagao dos soros padroes utilizou-se wa mistura de so
ros humencs, especialmente selecionados de pessoas consideradas norrais. Ex
traiv-se o T, erxlogeno presente nessa mistura utilizando-se carvao ativado

emn excesso (39), onde o T, prescne noO SOKO & adsorvido pelo carvao.

Em um litro do soro humano adicionou—se 0,37 titxy (10 wCi) de
1231-7; e 100 g de carvao ativado. Detxou-se scb ccrstante agitacio em tem-
peratura anbiente durante duas horas, e mantido em rotagdo com agitador mag
nético mediante a intmd@o de uma barra magnética no recipiente. Entao,
carvao fo. separado do soro por centrifuga¢io a 5000 rpm durante 1 hora. As
operagdes de centrifugagao e decantagao foiam repntidas por is trés o

zcSs.

A eficiéncia da extrag2o foi deterninada, medindo-se ~ ativi-
dade de 1251-T, presente 1.0 s0ro apts o tratamento e este deve ser rrror do
que 1% da atividade inicialmente adicionada na mistura.

-

“ 133 & o "branco” ¢n reagao, 1500 é, a resposta da o pa awsnsl s Ao

anticormo.
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3.10. Prer-:acao dos Sorcs ¢e Peferencia (Padrdes) de T,

Os padroes foram preparados a partir de 3, 5, 3'-L-txriicdoti
ronina na concentragao de 199 vg/ml (solugdo estoque ) ermforme o sequinte

protocolo:

Pesar 1 ng de T3
Dissolver ccm 50 ul da solucao NaCti 1N
Micicnar Sl Co p:dpiler.o glicol

Completar volure para 10 ml com soro "SIimip”

No preparo da solugao 3@ tomou~se 10 ul desta solugdo e di

—

luiu-se em 10 ml de soro "STRIP", que corresponde a ura concentracio final

ce 100 ng/ml.

Os soros de referencia para definir a curva padrio foram pre

pirados mediante o sequinte esquerma:s

SORD REFENENCIA 1000 ng/dl

SOIUCAD B eerevessvecnseoscanssnnnsnesssnai 1000 ul

SOIO STKIP evepssesrtencosPsserorer e q.s.[Jo 10'“1

SOPD PEFFRENCIA 500 ng/dl

SOLUGHED B reerirnnvennnan e 500 w2

SOrO STRIP cvvvvveccvoreveccrsesssee J.S.P. 10 ml

SORD REFEIENCIA 250 pg/dl

SOIIIK;aOﬁ POsCIRPICEIPIPSIINIPIEEDPSIUEIPPVSIOSOPCOCIOEOEPIPIPLS 250111

Soro STRIP ... vevevvvees sereveceess O.5.P 10 nl

SOFD FEFERELCIA 100 ng/dl

SOIUCTO B eveeverersoccossnsosannsnanessss 100 1l

Soxd GTRID et e rreroreecrsenannass 0] 1N rl
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SO0 KEFERRYCIA 50 ng/dl

Solugao B ........ creecaceecssressesaasses 50 ul

Soro STRIP ....ccvvee ceceseccsnornnen q.s.p. 10m

SOLUGAO B teeienrcncrecnonosnannnnenes cess 200Ul

Soro STRIP eeeeeecnnn. crecameansen .. g.5.p. 10 ml

SORD REFERENCIA 0 na/dl

Utilizou-se o proprio Soro SiiP

3.11. Protccolo ce Padioimuncensaio do Ty pela Tecnica de "Fase $Giida"

‘Para verificar a qualidade dos tubos reccbertos com anticorpr,

realizou~se o radioimmoensaio utilizando estes tubos.

Reagentes Empreqados:

a) tubcs de fase soOlida preparados sojundo o item 3.7,

b) soro de referéncia de Ty (p~ries)

c) 1?5I~T; diluido em tampdo veroral 0,05 M pi 8,6 com 0,035%
de ANS ¢ 0,012 de timerosol de modo a se cbter a concentra

c3o radicativa de 40.,00 cpnyinl, aproximadamente.

rrocedimento:

0 protocolo do radioimuncensaio de '1'3 rela téonica de “yase

S0lida", adotado meste traballw encontra-se esqquematizado na figura 7.

3.12. Cutras Tecnicas e Radioinunoensaio de T

3
para fins carparativos Jealivou-se KU do '1'3, utilizando téc
nicas ja tradicionalmente utilizadas r nosso laboratorio, a saber: "iamlo

Irdicorpo® o “ooluglio TEG .
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Aliquotar 100 wl dos soros padroes cu amostras

ncs tubos previamente reccobertos com anti-soro

1ml do '1'3-1251

Agitar

Incubar por 4 horas a temperatura amblente

Decantar scbrenadante

Medir radicatividacde do complexo

Figura 7 = Protocolo experimental do RIE de T, pela ténica de "Fase Solida’
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3.12.1. Protocolo do RIE do Ty pela técnica do “Duplo Anticorpo”
Reagentes Empregadcs:

a) Soro cde referencia de T,

b) ’251—'1'3 diluida em tampao veronal 0,05 M pil 8,6 com 0,35%
de ANS e G,52% de tirerosal, para se obtor ura  atividade
correspondente a 40,070 cpm por 100 ul

c) Anticorpo, anti—'r3 diluicb 1710000 em tampao veronal 0,05 M
pi 8,6 com 3% de EDIA e 0,02% de timerosal.

d) Anticorpo antigamaglcbulina de crelho (29 anticorpn prove
niente do carmeiro) e usado na diluigao 1/160 em tampio ve

ronal 0,025 M pil 8,6 com 33 de EDL. e 0,02% de timercsal.

Procedimento:

Na figura 8 encontra-se esquematizado o procedirento do RIE

de T, pela técnica de "Duplo Anticorpo”.

3.12.2. Protocolo do RIE pela técnica de "Solucao PEG”.

Peagentes Empregados:
a) Soro de referencia de T,
b) 1251-T, descrito do item 3.12.1
c) Anticorpo, anti-T, diluido 1/10000 em tarp3o veronal
0,05 M pH 8,6 com 0,013 de timercsal.
d) Sol..;ao PEG-6000 163 em tampao veronal 0,025 M pil 8,6 oom

0,02% de timerosal

Procedimento:

Encontra-se escematizado na figura 9 o protomnlo Co RIFE  de

T3 pela téenica de "Sotugdo PEG".



Aliquotar 100 ul dos soros padroes ou arnstras

100 ul do anticorpo diluido

160 ul do 1251—'1'3

Mgitar

A4
Incubar por 4 horas a temperatura anbiente

AMicionar 1 ml de solucao de Duplo Anticorpo

Incubar por 1 hora a temporatura ambiente

L4
Centrifugar a 1000 g durante 20 minutos

A4
Aspirar sdorenadante

v
Medic a radioativide?e do camplexo

Figura 8 - Protocolo experiieontal Jo RIE e
g i Ie

1a teemica do "Du'a fatioorro”

32,
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Aliquotar 100 ul dos soros padroes ou anostras
v -
100 ul do anticorpo diluido
100 ul do 'r3-’251

Agitar

v
Incubar por 4 horas a temperatura anbiente

v
Micionar 1ml de solugao PEG

v
Agitar

v
Centrifrgar a 1000 g durante 20 minutos

v
Asplirar sobrenadante

v .
Mrdir a radioatividede do complexo

Figura 9 - Protocolo experimental do RIE &

T3 pela téenica de "Solugzo PEG"
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3.13. Curvas Padrao

Inicialimente, foram calculadas as razces entre as  contagens
cbtidas para as diversas concentragoes do padroes (B) e as contagens  cbti
das para o padrao O (8), descontando-se as ligagoes inespecificas (1SB) de
cada ponto. Ps curvas padrao foram tragadas em papel semi-logaritmico, ten

-~ B - NSB
do em orcenadas as relagces —————— x 100 e em abceissas as oconcentra

- ; By, ~- NSB
coes conhecidas de horncnio.

A curva padrao foi ajustada a fungao Je quatro pariretres de

finidas por :
a-d
Y=—————+4d ’ (1)
WRES S
c
onde:
a = valor assintotico swperior, isto &, a = Boc/'l'(Bo calculado por  regres
520)
d = valor assintotico inferior, isto &, d = ISB (ligagdo nao especifica)

¢ = parametro associsdo a posicio da cuwva en relagao ao eixo das ahcissas,
istoe, c =X

! 50

conplexo 125I-T3)

o (2 concentragao do T, que desloca efetivarente 503 do

b = parametro associado a inclinacio da cvrva, ou seja, a inclinagao da re

ta quando tracado em escala log x logito

3.14. Avaliacao dos Ensaios Realizados

3.14.1. Dose mindma detectivel

A dose ninima detectivel definida como sendo a menor guantida
& estatisticanente difercncidvel do nivel de concontragio igval a zoro ao
nivel ¢~ limite dn confianga de P = 0,05, foi calmdada coqundo o3 ovnerd

tos de Fiins ('7'2)(: ot ¢ o (7'5).
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3.14.2. Precisic do Fnsaio

A avaliagio da precisao do ensaio foi feita pela anilise de

reprodutibilidade intra-ensaio e inter-ensaio.

3.14.2.1. Perfil de precisao intra-ensaio

A reprodutibilicdade intra-ensaio foi avaliada pela
dispersao (coeficiente de variagdo) dos resultados encontrados nas duplica

tas, de todas as amostras e padrces, em um pesiw ensaio.

3.14.2.2. Perfil de precisao inter-ensaio

Trés amostras contendo niveis de concentragao de T,
baixo, redio e alto foram dosadas em (hplicata, em ensalos consecutivos e
assim avaliou-se a reprodutibilidace inter-ensaio calculando-se o coeficien

te de variagao dos valores encontrados.

3.14.3. Exatidao

Para o estudo de exatidao, o3 valores da concentr*~a0 s@cica
de Ty das amostras dosadas pela tBcnica de "Fase Solida” foram tabelrlos e
comparados com os resultados cbtidos pelas técnicas de "Duplu Anticompo” e
"Soluc2o PEG”, téanicas estas consenstal—nte aceitas e utilizadhr na lite-
ratura pertinente. Langou-se, em grafico linear com projegao tridimensio
nal os resultados obtidos de "Fase SOlida", "Duplo 7:'icorpo” e "Solugo
PEG" do resmo conjunto de amostra. Determinaram-se os coeficientes de - re

gressao entre os resultadcs destas trés ticnicas, oonparados entre si.

3.14.4. pigito de Merito (D.M.)

Para andlise conjunta <os difercntes prriuetros envolvidos na
caracterizagio do Ralioimuconsain, alobousze como pariistro dr  capamgin
wn Qlgito de morito, qur refletisse a qualidade G ensaio on contexto &

1lo.



Considerando que a técnica mais cficiente é aquela que  apre
senta maior precisao nos resultades e detecta a menor quantidade do hormd
nio, a analise conjunta desses Jdois parametros € indicada, conforre exerplo

grafico da figura 10.

O digito de mérito foi calculado utilizando a sequinte expres

s20:
F
pMD x Perfil
D.M, = oD (2)
(F -~ D)2
onde: DMD = valor de dcse minima detectavel
F = valor co iltimo ponto da concentragao do hommonio da curva pa
drao
F 3 -
Perfil = irea do perfil de precisao do ensaio do jonto DMD  até
DMD
F. A area fol calculada por cilculos numéricos.
3.15. Calcules utilizades na avaliacio dos resultados

Os calculos para a caracterizagio dos pararetros da curva
padrdo, da dose minima significativa, do perfil de precisao do ensaio, da
constante de afinidade, da concentragao do anti-soro no twbo de reagdo (ma
li=e @2 Scatcharl) foram efetuadcs pelo sistera corputacional GARIA (56)

disponivel no ™partarento de Processamento de Dados do IPZHCMEN/GP.

3.16. Caracterizacio da faixa de rormalidage

Seguindo-se o protocolo experinental descrito no item 3,11, do
saramse 153 soros de individucs conslderadns clinicamente normais, so-n
80 do sexo ferinino e 73 do sero masculino, oom fdade entre 20 e G0 anos ‘7
dia de 35 anos). Esors rosultados foram agropades e tragado o hicte jrama. A

. Red . .
Cotandomee (e o walores coedream a Aistrinigeo normeal, detornoas o ne
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madia aritndtica ée seus resultados ¢ 0 s=u desvio padrdo, permitindo aj

sim estabelecer a faixa de nonmalidade.

3.17. DeterminacZo dos niveis séricos ée T, em racientes hipotireoiceo e

3

hipertirecideo

Selecionaram-se amw<iras séricas, de pacientes con hinotiroi
dismo e hipertiroidismo. Determinou-se a concentracao de '1‘3 am 5o destas
anostras a agnupou-se os resultados dos diversos niveis ¢ concentragio em

torno da respectiva media.

o e i — R
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1. RESULTADSS

1. TRIIODOTIRONINA MARCADA COM 1271

1.1. Purificacao do T, rarlioiodado

Na figura 11 ercontra-se o cromatograma tipico da  separacao
em coluna de Sephadex G-25 fino do 1251—'1‘3 logo apds a radioiotacido, de wna

das 12 marcagoes realizadas.

Apresentam-se trés pices onde:
a) o primeiro correspore ao 1231 (;ue nao reagiu. Cam pode
“ser visto, na figura 12, apresentou elctroforetograra idén
tico ao do ra!?%1, qrando submetido a cletroforess de  pa
pel.
b) o sequndo corresponde a0 'I‘3 marcado, o que fri  comprovado
pelo seu alto nivel de ligagao (~90%) com excesso de witl
COrpo, .:mti-'r3, quando estes foram incubados e

c) o tarceiro ao T4 marcado, pela sua alty ligagao (~90%3) oom

excesso de anticor,.0, anti-'r4,
A figura 13 () mostra o perfil resultante da analise eletro
forética da fracio corresponcente ao pico do '251-'1‘3, lo+> apbs a purifica

¢0, enguanto a figura 13 (B) cpresenta o e'etroforctoyroima da mesma wns

tra, apos decorridos 105 dias da sua purificagdo.

1.2. Rendimento da Marcacdo do Homonio com 1251

Na tabela I encontranrse os valores das areas dos pios 1, 2
¢ 3, provenientes das 12 marca;?rs. A sama des valores percentuals das &
roas correspencantes ooz plecs 2 e 3, fomeen a astimaliva do rine” ~uto da

wazcagdo, enquanto o valor prramtual T Erea CormSYERLT SO ooyl plon,
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I'igura 12 - Eletroforetogramis emparativas entre o 1?7?50 (17) o o pien 1
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fornece . estimtiva do '?3I-T; forrado na marcagdo.

1.”. Doterminacio da Atividade Especifica

A figura 14 mostra a relagao linear entre os niveis de radion
tividade e respectivas cencentragoes do Ty rarcado determinadas pelo métclo

Jo autodeslocamento para o calculo da atividade especifica.

A tabela I apresenta os resultados da atividade especifica do
1257 3 em 24 ensaios. O valor médio darpueles resultados foi da
(110 * 23,6) TBq/g (2994 * 638 Ci/g). Este valor permite estimar que a inci
déncia de atomos de 1251 por moléculas de Ty foi da ordem de (0,9 # 0,2)

1251 /mplécula.

Estes cados permitem inferir que a atividade adicionada nos
tubos do: radioirmuncensaio (40,070 cpm ou ~50.000 dpm) representa aproddra~

damente 60 pg de T3 marcado.

1.4. Estudo dr Estabilidade do !2°1-T,, conservado em propileno  glicol

508

A figura 15 mostra o comportamento cinetico da  decomposigao

do 125I-‘I‘3 canservado em propileno glicol 50% em terperatura de ~20°C, ao
longo de 105 dias. Meste estwlo fol utilizada a cramtceletroforesze a colu
na de Scrhadex G-25. Crnto e cinco dias ap0s a marcagao 903 da radioativida

de presente representava ‘7-51-'1‘3 indene.

2. OBTENCAD DO ANTI-SOR0

2.1, guantidade de T, conjugado zo sorn allimina lrowiia (S43)

3
0 resultado da medida do T, radioativo nao dialisado da wisty
3 e

¥

ra do conjucacio irdicou qua aproabnc aaente 17 rosll 5 00 Tomm doeoe
C 3
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porados a cada rolécula de SAB, o que esta de acordo com  a literatu
(16,24) )
ra .

2.2. Preparacao do Anti-Soro

ApGs quatro meses da primeira aplicacao do immogeno chteve -
se o anti-soro com titulo campativel aos ensalos. Dos trés coelhos iruniza-
dos, somente um, mostrou-se satisfatdrio para fins de recobrimento dos  tu

bes. Todos os dados relatados a sequir referem-se » esse antiocorpo.

A evolucao da ligagao do anticorpo, anti—T3 nas diluicoes
1/50, 1/500, 1/3000 e 1/10000 cua o tragadar encontram-se na figqura 16. Nes
ses estudos utilizou-se a técnica da "Solucao PEG” descrita rno capitulo 1I,

figura 9.

2.3. Separacao das Imunoglobulinas G (IgG) do anti-soro, an(:.l—T3

A concentragao de proteina da solugao final, obtida apls pre
cipitacao com sulfato de amonio e dialise, foi de 1,3 ng/ml.

2.4. Estudo das Condicoes Adequadas para o Pecchrimento dos Tubos com

Anticorpo (tubos de “"Fase S0lida")

2.4.1. Efeito do pif na polirerizacio do glutaraldeido nas paredes

dos tubos

Na figura 17 rmostra-se o efeito do pii da solugio o glutural
deido no pré-reccbrimento dos tubos.

Os tubos .:cadrertos com glutaraldeidu empll 7,0 ¢ 2,° 1o
mostraram diferengas significativas com aqueles encontrains nos tubos iichi
lizados por sirples adsorgio. Por outro lado, 05 tubos tratados crm gluta

raldeido em pl! 9,5 apresentou mior capacidade o Hgacio oo o tragader,
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2.4.2. Efeito da concentxacio do glutaraldeldo no recobrimentn dos

tubos

0 efeito da cancentragdo do glutaraldeide mra pré-recobricen
to dos tubcs na curva padrao do RIE de '1'3, encontra~se na fiqura 18. A capa
cidade de ligagio mais alta do tragador fol cbtida mos tubos tratados  cum
glutaraldeido diluido a 10%. No entanto a diluiio de 2% apresentou cwrva
padrao com qualidade superior para a quantificagio do nivel sérico do T

3°

2.4,3. Efeito da tenperatura no recobrivento dis Lubos

No pré-recdorimenrto dos tubos, a temperatura de  polimeriza
¢io de glutaraldeido que mostrou ser a mais eficiente foi a de 20°C, Confor
me ilustra a figura 19 esta teiperatura foi a que apresentou a ligagdo mais

alta, sem comprareter a sensibilidade da curva padrao.

2.4.4. Teapo de incubacdo para roccbrimento dos tubos

Foi necessario  wm minimo de trés horas para a polimeriza
cao do glutaraldeido na supc:ficie das paredes dos tuwbos. Incubagbes no  in
tervalo de 3 a 4 horas ndo mostraram diferengas significativas no prooesso

de pré-reccorimento.

0 efeito do teipo de incubagao apis adicao do anticorpo nos
tubos pré-reccbertos rom glutaraldeido encontra-se na figqura 20. O interva
1o de terpo de recchrivento qur mstrou-se aderquado fol entre 24 4 36 ho

ras.

Baseados nesses rosultalos, o5 tubhs de "Fase S0lida” utili-

zades em todos os onsaics descritos a sceguir, foram preparadeos conforme o
.

protecolo Joscrito r figura 3 do capitulo II, item 3.7, {50 &, pre-reco

brirento dos tihns com glutaraldeido diluido 4 22 em ii 9,5, durante 4 ho

ras & 209C e torpo de incwbagin o antleorps s b prirecotorteg e

bl ]

. o,
24 heras, a torperatura dn AC,
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2.5. Avaliacdo das caracteristicas do anti-soro

2.5.1. Determinacac éa diluicao adequada do anticorpo para  yeocbri

mento dos tubos

0 resultado da determinagao da diluigio apropriada do. anti

corpo para preparagio dos tubos de fase sblida encontra-se na figura 21.

A diluicao do anticorpo gue mostrou ser adequada par: pPropog
ciorar uma liga(;fio com o tracador em tarno de 25% “oi 1/1008, O valor 2 11
gagao 20 nivel de 25% foi selecionado por desejarmos desenvolver ensaios

ca raior sensibilidacde.

Cs tubos de fase solida préparados por sinples adscrgao  do
anticorpo na parede dos tubcs proporciorou uma ligagio maxima de 14%, como

pode ser visto na figuca 21.

2.5.2. Especificidada do anti-soro, anti-T, utilizado

A figura 22 mostra cnvas de doses—resposta cbtida pelo des
lccarento do corplexo l"’5I--':‘:;--ant.i.oorpo (anti~T3) utilizando os padries &

T, e padroes de diferentes substancias analogas ao T3.

Na tabela II estao relacionados os resultados da  aaliachc

de especificidade dos ensaios, quanto ao indice de mac;a'o cruzada de  subs
tancias aralogas ao T, utilizardo-un o anticormo, ant'L—Tz corsaguido noske
-

exparimento.

2.5.3. Caracterizacdo da constante de afinidade ¢ concentragao ro-

lar do anti-zoro

A figqura 23 rrstra o rosultado grafico da andlise 2

~ 3 - nA? .
Scatchard na qual an~~~ia g concenbragan A0 vepnmin WA - e /T 1Al et
3 N ..

1 -/

>
. e mrast oS e wmE~ e
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Tabela II - Poroentagem de reatividade cruzada 1o anticorpo, anti-T; com as

swstancias analogas a T3

Conpostos Indice de reatividade cruzada

(%)
T3 100

I, 0,05

T, 0,0008
T, 0,006

TETRAC 0,004

TRINC 0,02
DIT 0,0001

MIT 0,0001
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tindo-se dai inferir a constante de afinidade "K" e a concentracao  molar

*q" do anti-soro.

0 conportamento nao linear da curva sugere que o anti-soro em

pregado dewt conter nuais de um tipo de sitio de ligagdo.

Os dados experimentais contidos na fligura 23 se ajustaram ade
quadarente 30 modelo analitico de dois tipos de sitios de ligacdn, expresso

pela fungao:

__E_&_/\..IL.._= RI + Kg
1-8/T 1+K [X] (1 - B/T) nn

representativo de duas populagoes de moléculas das quais uma € especifica e
saturavel e outra ri:c especifica e insaturavel. Nesta equagio "K" represen
ta a corstante afinidade propriamente dita, "q" a concentragio molar das o
léculas de anti-soro, K q o produto repres ntativo das liraGes  dencmina
das de "nao espe-ifica”, (X] a concentragao do '1'3 e B/T a razaw do  niwel

de radicatividade do complexo anticorpo ~ 1251—-'1'3 pela radicatividade total

adicionada (70) .

0 valor experimental da constante de afinidade (K) da reacao
Ty — anticorpo, o produto reprecentativo das ligagoes ' "nao especifica”
(Ka,) e a concentragao molar aparente () o anticorpo nos tubcs de "Fase

Solida” encontram-se na tabela IIX.

3. RESULTADOS DAS CARACTER[STICAS DAS CURVAS PADRAQ

Na figura 24 mostram-se as cwrvas padrao, bem oo a doe mi

nima detectivel dos RIEs realizados pelas técnicas de "Fase $61ida”, "Duplo

Anticorpo” e "Solucdo de PIG", tragadas em escala semi-logaritmica.

Os valores dos coeficlentes Bo/'r, "Slope”, "X‘}O‘)" e "lsp” da
crgio nurero 2 utilizal para o Ajuste da carve padelo eneontram-se na

tabela IV,
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Tabela III : Resultados da constante de afinidade "K" do sitio especifico ,
do produto K, das ligagoes nao especificas e da concentragao

molar "q" calculadas do anti-soro aderido nos tuos de:  “Fase

Solida”

N? do ensaio K (x1019) 1/mol - K, (x1073) q (x107°%) rol/1
1 1,1 66 0,35
2 1,0 48 0,41
3 0,9 45 0,53
4 0,6 53 0,39
5 | 1,2 56 ' 0,48
6 0,9 72 0,66
7 0,7 . 67 0,29
8 1,0 65 0,40
9 0,8 51 0,50
10 0,7 62 0,32
11 1,0 53 0,34
12 1,0 73 0,41

0,92 £ 0,19 59,2 + 9,5 0,42 + 0,30

%1
"+
0
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TABEIA IV - Resultades dos valares dos parametros a, b, ¢ e d da funcio 2
descrita no Cupitulo II, item 3.13 calculados por regressio nio

linrear para c~a wma das trés tecnicas

(a) Q) (c) (b)
Encaio B 0/1‘ (%) N33 (%) x(SO%) "s1lgpe”
(ng/dl)
Fase Solida 24 £ 5 T+ 2 256 * 37 0,97 + 0,22
Duplo Mticorpo 25 t 4 5%+ 2 220 * 46 0,93 +0,19
PEG 27 * 4 10+ 2 314 * A3 1,20 £ 0,16
MNas figuras 25, 26 e 27 encontram-se as dispersoes inter — en

saio peculiares a estes parametros.

Y, CARACTERISTICAS FETODOLOGICAS DOS ENSALOS

4.1. Dose Mipima Detectavel

Na Tabela V encontra-se a estimativa calculada da dose wini-

ma decectavel para cada uma das técnicas, conforre dados da fiqura 23,

TAPELA V - Resultades da estimativa da dose minima detectivel

Dose Minima Detectavel

Ensaio
(ng/dl)
Fase SOlida 17 ¢ 4
E.olo Mticorio 14 + 3

I4ON 22 + 4

et s APt e s e e e —— A 4 m a4t .
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4.2. Precis:';o do Ensaio

4.2.1. Perfil de precisao intra-ensaio

A figura 29 mostra o perfil e precisdo intra-ensaio para ca

da umx das técnicas.

Dessa figura conclui-se que a precisdo intra-ensaio para a
técnica de "Fase SoOlida” para os valores compreendidos ra faira de 50  a
900 ng/dl foi inferior a 10%, sendo que a faixa de raior precisao encon
tra-se no intervalo de 200 a 400 ng/dl; engquanto a precisdo intraensaio ,
ro intervalo de 50 a 900 ng/dl, para as técnicas de "Duplo Anticorpo” e "So

lucao PEG"” variou de '8 a 13% e 7 a 16%, respectivarente,

4.2.2. rerfil de precisao inter-ensain

A figura 30 mostra o perfil de precisao inter-ensaio para ca

da uma das tecnicas.

Mas figuras 31, 32 e 33 encontram-se as dispersces dos resul

tados de trés amostras dosadas em diferentes ensaios.

A dispersao dos resultados encontrades na faixa de concentra
¢oes de 50 a 900 ng/dl foi ca ordem de 8 a 173 para a técnica de "Fase SOli
da", 11 a 20% para a técnica de "Duplo Anticorpo” e 10 a 26% para  técnica

de "Solucao PEG".

. 4,3, BExatidao

Na tabela VI encontramse os rcsultados da concentragdo de T,
ée 39 amostras dosadas nos tres ensajos (tecnica de "Fase SHlida", “"Dwplo
Inticorr," e "Solucao f’EG") simultanearente, indicando-se os respuctivos in
tervales o~ confianga ao nivel de P = 0,05, I figura 34 correaponde a (o 123}

mf;ﬁo Coszes resultados. Como se dbserva dessa Ligura, o rosultados das A

leon . L noa nitiian sp
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Figura 29; Perfil de precisdo intra-ensaio para cada una das trés técniceos,
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Figura 30: Perfil de precisao inter-ensaio para cada uma das trés tocnicas.
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TABELA VI - Resultacos da concentragao de 39 anostras dosadas pelas trés

tecnicas e os respectivos intervalos de confianga 20 nivel

ée p = 0,05.
Fasn Sal1da Dplo Jntlcano Solw30 Feg
Nostra | Coxentracso | Intervalo do Confiangs | tuncentrogio | Intervalo g Gnfiaa | Goentragio | 1atervalo de oonframgs

1 2 {10 - 2 17 {9~ 23 n (1 - e

2 17 (123 - 151) 150 (130 - 170) 140 (124 = 19%)

3 191 {179 -~ 203) 181 {159 - 203) 178 {160 - 196)

‘ 148 (134 ~ 160) 143 1125 - 160) 170 (151 - 189

s 30 {510 = 637) 640 (550 - 730) 620 (520 = 720)

6 228 (207 - 248) 250 (220 - 260) 236 {212 = 260)

7 N (10~ 4B ) (24~ 60) %0 {32- ¢8)

2 13 (122 - 150) 164 (146 - 182) 152 (137 - 167

9 149 {137 - 161) 150 (132 - 168) 1 (126 - 152)
19 190 (78 - 202) 181 (161 - 201) 170 (155 = 18%)
n 890 {001 = 980) 3% {664 - 997 220 (227 <113
12 16 (650 — 780) 7 {c21 - 810) . ) (567 - 8009
‘13 235 (220 ~ 250) 189 (166 ~ 220 20 (221 - 2%5)
24 84 {73- 9% %0 {77 - 100 78 (65 - 9)
15 500 {420 = 550) a0 (368 - 475) 40 (419 - 530
16 » (22~ 50) 50 (30- 10 2 (12- 30
17 157 (141 = 172) 161 {143 - 179) 170 {155 - 185)
18 286 {257 = 315) 265 {230 ~ 300) 298 (265 - 390
19 200 (188 - 212) 5 (182 - 221) e (166 - 202)
t) 164 (159 - 180) B (113 - 150) 149 (% - 167
n 490 (450 = 549) 602 (517 - 686) 550 sl - 632
n 52 (3= 70 » {20- 53 © (- 55
7 ;1 {107 = 1) 194 (172 - 216) 1%0 (87~ 113)
2 180 {165 — 195) 161 {141 - 100) 199 (e - 2
2 3% (310 ~ 400) 2m {235 = 29) 29 (298 = 1)
25 24 (10~ 3 4 {25~ &n 18 { 0~ ¢
77 151 {130 ~ 170) 1 (13 - Ue) 142 (125 = 156)
2 122 {110 ~ 133 126 (108 - 144 119 (195 - 133)
2» 93 ( 85 ~ 110) 115 {97 -1 10 (92 - 212)
» 34 (327 - <o) . om (14 - €18 13 (310 - 375)
31 19 (105 - 132) 89 {7 - 101 99 { 8 - 199)
» I3y (560 - 3) ¢h 1552 - M1) 733 (617 - 8C8)
» 7 te2- 8 s1 {3- on 7 (- 1)
M 69 {615 - 70) 753 (€32 ~ 873) 70 (507 - 811}
) 45 (40 - 51m 23 (456 - #7) 19 N - 1)
¥ » - A " (16 - a0 Py 7Y
3 23 {215 - 260) 71 (185 - 219 P (207 = 21%)
3 45 (400 - %00) a 1308 - 4700 i 11 = 450
» 7¢5 (€35 - 87 7 13 - D ) (413 - 135)
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nostras dosadas pelas trés técnicas apresentaram entre si boa  correlacio,
pois a maioria de seus pontos encontramse espalhadas om torno das retas

bissetrizes.

Na tabela VII estao apresentados todos os parametros da re

gressao lirear das tres tecnicas, conforme a figura 34.

Tabela VII - Parametros de regressao linear dos resultados de concentragdo

de T3 das 39 amostras submetidas ao RIE mas trés diferentes téc

nicas
Regressao Linear Interseccao Coeficiente Angular r
Fase Solida x Duplo Anticorpo 5,9 0,95 0,97
Fase 50lida x PEG 8,1 . 0,9 0,9
Duplo Anticorpo x PEG 7,2 0,94 0,98

4.4, Digito de Merito

Na tabela VIII estao relacionados:

a) vaicres do digito de merito
b) valcres da dose minima detectawvel e
c) area do perfil de precisao.
calculzdos para cada uma das téanicas, conforme critérios definides ro Capl

talo II, item 3.14.4.
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Tabela VIII - Analise conjunta de diferentes pardmetros do ensalo para come

paragdo da qualidade das tres técnicas

oD Digito de
Ensaio oo L Perfil de Precisao Mirito
Fase Solida 17 ' 7806 0,14
Duplo Anticorro 14 13098 0,19
PEG 22 8826 0,20

5. CARACTERIZACAC DA FAIXA DE KORMALIDADE

Na tabela IX encontra-se a distribuigao de frequinceia de valo

res de nivels séricos de '1‘3 de 153 individuos considerados normais.,

A figura 35 mostra o histoyrama relativo a esses individuwos .
A media aritmetica de seus resultadcs e o0 seu desvio padrio foram de
145 * 27 ng/dl, respectivamente. Adotando-se a hipotese de que essa popnla
¢30 cbedega 3 distribuicdo normal pode-se entao estabelecer e, a0 nivel
P = 0,05, o intervalo de normalidade do Ty esteja contido entre 90 a

200 ng/dl.
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Tabela IX - Distribuigdo de frxpencia de valoms &2 niveis sérioos de Ty

nos individuos nonmais

Niveis sérigos de T Froquéncia

3

na/dl (%)
menor que 80 -
g0 |— 90 3
9% |— 100 3
100 |— 110 ' 4
110 | 120 6
120 |— 130 7
130 }— 140 12
. 140 }— 150 19
150 }— 160 14
160 }— 170 12
170 }- 180 9
180 }— 190 6
190 }— 200 4

200 }— 210 1

e e
,

e . . . SN A rrsape) e '
‘(Cg.lns:&; ) R e e aw B .-lJ(JL.L.f‘..i JP
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b. NIVEIS SERICOS DE T3 B PACIENTES HIPOTIREOIDEOS E HIPLRTIREOIDEOS

3

05 valores de niveis séricos de '13

reoldismo e 8 com hipertireoidiswo encontram-se agrupados na figura 36, bem

em 5 pacientes com  hipott

caw os resultados de dosacens de soros de 153 individuos onsidervlas oy

mals utilizados na caracterizagao da faixa de normalidade,

Os valores nedio e respectivos desvio padrio obtidos  foram
a6 £ 24, 145 = 27.e 500 T 197 ng/dl para individuos hipotireoideo, nomral e

hipertireoideo,
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v, DISCUSSAD

1.  MarcacAO 1 JODOTIRONIN cor-'u125

1.1. Analise do perfil cromatngrifico do substrato marcado

A mistura da marcagao purificada em ooluna de sephadex G-25 fi-

no, utilizando-se da propriedade das iodotironinas adsorvereirse ao sepha
31,43 - -

dex oom diferentes a.fim‘.dades( ), proporcionou purificacno simples, ra

pida e cam boa resolugao. Confomme a figura 11, cbserva-se diferenciagio ni

tida cntre os trés picos, sendo o 1251 eluido primeiramente, seguido de
Y511, e M¥31r,. 0 Y311, & eluido antes do 1511, devido a0 seu coefi-
- 4)
ciente de partigao (Kd) mais baixo. (KC‘T =2,35 e Kd’r = 5,20)( .
3 4
Em todas as marcagOes realizadas nao se detectou a presenca de
125

I-T, (Kd, =1,13), sugerindo que a marcagao parece n2o ocorrer no anel
2

interno das molculas das iodotironinas, como ja cbservado por outros auto
(46,47)
res .

BEm 12 radiolodagoes realizadas sempre houve un rendimento eleva
do de hermonio marcado, como mostra a tabela I. A média percentual da soma
dos valores das areas &os picos correspondentes a Ty e T, fol de 74,08, Es-
te cilculo fomeceu a estimaciva do rendimento da marcagio, dos quais 48,63

125 125

corresponde ao 1-T4 formado e 26,4% ao I-T4. Esses valores estio o

. 47
pativeis aum aqueles encontrados na literatura‘ ) .
e
1.2, Detemminagdo da atividade especifica o 1250

Os valores da atividade especifica calculados polo whind) o i
to doslocamento, e 24 detendnagdes varion G 77 a 142 vy (2051 a

3837 Ci/y), omo aprecenta a Ldela [, estand, Qe anay evgcedrosn eyt

i
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-

res (24'46). A atividade espe "“ica média daqueles valores foi d&e (110,8 +

23,6) Teq/g (2994 + 638 - . )), permitindo estimar que a incidéncia de 3Jto-

mos de 1221 por molé. i de Ty foi ¢e (0,9 * 0,2) 15 1/molécula,

Ess - valores estdo proxirmos do valor de atividade especifica ma
xima tedri : v T, produzido pela adigao de 1 atowo de 1251 por  molécula

que & ¢ -30 TBy/g (3500 ci/fg) 47,

Esta diferenga entre o valor tedrico e o encontrado pelo proces
so de autodeslocanento, embora nao significativa, deve-se provavelrente a
propagagao de erros experimentais prepcnderantemente ligada &  aliquotagem

da massa de Tye da atividade posta a reagir(SG)

. € que conduzem & disper—
sdo dos resultados da atividade especifica encontradas entre diferentes en

caios.

A atividade especifica das radioiodotironinas produzidas pela

adigao de um atomo de 1251 hdo se altera com o decainento do lzsl,pois quan
do issoc ocorre a molécula residual nao & mais reconhecida pelo anti-soro.As

sim, a radicatividade e a quantidade cde iodotironina decrescem  aproximada

mente na mesma raziol1 " . De fato, em nossos estudos a atividade especifica
mostrou-se constante ao longo de 105 dias, camprovando-se que 1251-—'1‘3 fol
produzido rela adigdo de 1 atoro de 125,
1.3. Estabilidade do 1251;-_'2:‘3 armazenado em solucao de propileno  gli-
ool 50%
125

0 I--’I‘3 permaneceu estavel durante pelo menos 100 dias, quudo
foi Gevidarente armazenado em solugbes de propileno glicol 50% e mantido &
temperatura de - 209C, Cawo rostra as figwras 13 e 15, 105 dias apds a  max

cagao 90% da radioatividade presente representava o 1251—'.1‘3 indere.
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2,  CARACTERISTICAS D) ANTICORPQ

2.1. Diluigao apropriada do anticorpo, anti-T,

A etapa experimental mais axmplexa da metodolojia da fase sdlida
€ a da comploracao do anticorpo a estrutura plastica, neorssitando utilizar
un anticorpo cujo titulo seja previamente conhecido e alto. Assim, determi
rou-se o titulo do anti-soro com a utilizagao da témica de "Solugao PEG”,a
qual € mais simples nessa fase experirmental. A figura 21 nostra os resulta

dos da an3lise de titulo do anti-soro obtido.

Segundo Parsons (65)

, O0s anticorpos Gos antigenos de baixo  peso
molecular (< 1000 daltons), devem apresentar titulo da ordem de 1/10 000 em
sistemas de separacao em "fase liquida" para serem adequados no uso de fase

solida.

Dos trés coelhos imunizados neste trubalho, scamente un,  aproxi

mou~-se dessas caracteristicas (diluigao 1/10 000).

Em nossos experimentos cbservanos que foi neonssario utilizar o
anti-soro cerca de ez vezes Kais ooncentrado em relagao &s outras Léanicas
(PEG, Duplo Anticorpo), o que estd de acordo com as provisoes de Pnrsons(GS).
Assim, enquanto a uma diluicao ¢ 1/30 000 ohteve-se uma capacidade de liga
gao cerca de 25% em "fase liquida”, foi necessario recchbrir os tuhos ocom es

te anticorpo diluido a 1/1000 para consequir a mesia lijagio, «nforme  as

figuras 16 e 21.

A "ineficiéncia" do uso do anticorpo neste metodo é devida pro-
vavelmente i incampleta adsorgao do anticorpo e @ retenjao da imnorreativi

can e - . {65
dade & alguns sitios do anticorpo una vez aderido a superflicie plastic ) .

Acira do limite o saturagao, a quantidade Co anticurye drmnor

reativo adsorvid na superficie nfo ¢ proporcional & quantidar: dr pruteian
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presente na solugao de recobrimento?76%)

. Na figura 21 ohserva-se que atin
giu ligagao maxima na faixa de diluigOes entre 1/100 a 1/300. Fora doste in
tervalo verifioou-se diminuigéo constante na capacidade de ligagio, mesmn

aurentando a concentragao do anticorpo na solugao de imobilizagio. Foi ado

tada a diluigzo de 1/1000 conforme indicado na figura 21.

2.2. Especificidade do anti-corpo, anti-T,

0Tyes tA presente em quantidade rnuito peruena na circulag™ san
guinea, junto com substncias que possuem estruturas semelhantes d sua nolé
cula, tais cowo T, e os produtos da desiodagao ou da desaminagdo e descarbo
xilagao das iodotironinas. Assim, € necessario obter antiocorpo, anti-T

3 4

tamente especifico, para sua utilizagao do RIE.

A especificidade do anticorpo, avaliada pela reatividade cruzeda
con aguelas substancias rostrou-se satisfatoria (labela 1T e figura 22). A
afinidade do T3 pelo anticorpo foi muito maior & que todos os outros oo

postcs analogos estudados.

A reagao cruzada com o xT, foi de apenas 0,008%, apesar de dife
rir do T, somente na posigao de wn dtawo de o, Em diversos estados meta
bOlicos como doencas sistdmicas, extrewos de idade e desnutrigao proteico
caldrica ocorre aumento nos niveis séricos de IT; e diminuigio de
'P3(l4'44;62’89) . Mesno nestas condigoes, cun aquele nivel de reagao  cruza
da, o RIE do T3 nao sofrerd a interferéncia do rT3. O Ty que se  enoontra

em quantidade muito maicr (cerca de 70 vezes) do que o Ty ne sague,a  rea

gao cruzada foi de 0,053, valendo as mesmas ohservagles,

Foram necessarios 256 pg do Ty (XSO%) para deslocar 503 ¢o T, 1a

3
17.51

dioativo do caplesxo —'1'3-—m1timrpo, enquanto cue foram yequeridas 512 ng

kT, e 32w d LTy pavia se obter esgce pesmo Galocienio,
H

As domais substincias apresentaram taed2in guintioedes edoevalesdo
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.-

Xgqq entre 1 ug a 300 ug, consequentemente com reagao cruzada menor que

0,01%. Estes resultados estao canpativeis com aqueles descritos na litera-

2.3, Constante de afinidade "K" e concentrazao molar "gq" do anticorpo

A onstante ¢e afinidade "K", apresentada na tabela 111, cun o
valor medio de 0,92 x 10‘0 litros/mol & comparavel com apele obtico por

(87) - . . (22)
Thorell e col e tambem dentro das expectativas de Exins

- 22 -
Aplicando-se as expressces de Ek.ins( ) no calculo das concentra

GOes ideais da concentragao do T, tragador "p*" e da concentragao molar de
anti-soro "g"” concluiu-se que a concentragao do T3 tragador seria de p* =
4/K = 0,43 x 1077 mol/litro ou 44 pg. A concentragao molar do anti-soro de

veria ser da ordem de q = 3/K = 0,33 x 1072 ml/1itro.

—

0 valor médio da concentragao do anti-soro "q" obtido experimen
talmente foi de (0,42 + 0,11)10™° mol/litro, conforme os dados da  tabela
III, enquanto a média da aoncentragio do T, tragador "p*" foi de 0,58x 1077

mol/litro ou 60 pg.

Comparando-se esses valores rédios de "¢” e "p™" obtidos experi
mentalmente e agqueles esperados teoricamente por critério de otimizagdo de
Ekins (22), concluiu-:- que as concentragoes utilizadas estao razoavelmente

proximas daqueles projetados pela cipressao de Ekins.

3,  CARACTERISTICAS FISICO QuUIMICAS

3.1, Separacao das imuwoglobulinas G (IoG) do anti-soro, anti-ly

As proteinas do soro podem acerir & superficie do plastiwn com a
‘ ery (65 .
megra intensidade que o anticorpo especliico s por isso isolaram-»  as

immoglobulinas G (IgG) do anti-soro pela téanfca de [)I;C';:i('ilit("ﬁf) fraciona
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da de sulfato de amdnia. Ainda que este método ndo oferega wwa  preparacao
pura de IgG, adotou-se este procedimento, por ser a técnica mais simples no
isolarento da IgG e pelos resultados satisfatOrios encontrados em nosso tra

(65)

balho e na literatura . Obteve-se assim una relhoria no processo e rem

brirento dos tubos.

3.2. O pH apropriado da soluco na uo]_ine:izac:io A qlutaraldeido na

parece do tuko

A imunoglobulina isolada foi aderida & parede do tubo de reagdo
pela conjugagao covalente da imunoglobulina na superficie plastica,utilizan
do o qlutaraldeido. Este procedirento mcstrou-se mais eficiente, permitindo
una fixagao mais firme do anticorpo na parede e uma capacidade maior no re
cobrimento €os tuwbos d que aqueles preparados por sirples adsorgao, confor

me os resultadcs da figura 17.

O pré recobrimento cdos tubos foi efetuado com glutaraldeido em
meio alcalino. Na figura 17, verifica-se que a eficiéncia no  recobrimento
dos twos foi sicmificativamente maior, para aqueles tratades com glutaral
deido em pH alcalino (9,5), enquanto que em pi dcido e neutro a eficiéncia

foi praticarente igual a0 obtido por sinples adsorcao.

Estes resultados sugerem que o mecanisro ce polimerizagio & ylu

taraldeldo em meio basico, ocorre por condensacio alddlica, na  suparficie

= 45,72
da parede do tubo, como propoem alguns autores( s )'



87.

O H B N L R R TR o
L-c-c-c-c wlo - R
] H o 1] Iistao ]
o~
n o noo
- ¢ ;
O, B W n g0 O, W won | gy P
Fr€=C-t-Cl WCH ——— C-C-C-c- CxC-C-t-
¥ u o u W ' Wooonon o Hon w
nen
i
nCH
'l
,(.'
n ‘o
u\c,o .
O hmowws Tonmo, o0 O 0o g
L=-C-C-C-Cm» Cc-c-"F- L-C=-C-C-C -y
W ouon oy BRI O
B0 Hu o
c c

o mowomow §ow € 4oy 0
L-C-C-C-¢cm C-C~C= C-C-C-C-¢
T i nonon

(1)

0 glutaraldeido polimerizado reage o0 O yrupo anina (k) do an
ticc po, quando estes s ocolocados en contacto. Essa reagav owmirre seyun~

~ 72
do ¢ recanismo da oondensagao de Michael( ),

o.M n, H- b

¢’
son § o S W
=~ ¢-c- C-C»C-C7 —cmme
I + 2=ty —= ﬁ """ . RS
|
N
o.,u o‘,?,u
" /
\c c E ¢-Cc~C- c

TR T T T T I

N-i n-
f |
N Ny

- - Yty p— '” "':.'
A ligagdo covalente entre a wolecula do wliosrpr e o3 s
- (4517))
pré-tratados provavelimnte owmrre 1or esla redyio .

.. H R I T, PRUPIS VIS o
05 oz, assim propacatss, Soran Inadelon oot 1 ¥
-y - "t
= O ’ l"fl\'fT"" e e o
SR para proer 1er o ',‘tl s nu) o ortos o | T ﬁ-'-\)‘

\1 ’ '- LRI [ ‘ [REVET LN L2 R
/ oA S



£8.

.-

3.3. A Aliga;:%'\o inespecifica no sistema de "Fase SOlida”

A ligagao inespecifica no sistema de "Fase S0lida” pode ser de-
teminada por dois procedinentos. 0 mais sinples, para quem prepara estes
tubos, consiste em recobrir os tubos ook SAB em substituigao ao anticorpo e
incuba-los com trocador na auséncia do antigeno nao marcadn (bramco c’.ﬁ rea
¢ao) . Cutro procedimento resicde na adigio de quantidade em excesso do anti
Geno n3o marcado nos tubos recobertos oom anticorpns, € reagio oom o traga
Jdor. Este procedirento & mais indica’o para quen recebe os tubos e "Fase
S5lida® ja pmparadcs‘(ss).

lleste trakalho, os dois procedimentos apresentaram os mesmos Ie
sultados. A ligacao inespecifica varion sequndo as condighes de pré recobri
mento dos tubos com glutaraldeido (concentragso, temperatura), interferindo

na qualidade da curva padrao, conforme se infere nas figuras 18 e 19.

3.4, Efeito da concentracao e da temperatura de incubagdo do glutaral-

deido no recobrimento Jdos tubos

Conforme as figuras 18 e 19 alcangou-se ligagao mais alta o tra
cador quando a terperatura de polimerizagao foi elevada e cun qlutaraldeido
mais concentrado. Isto é Cevido a formagao de grande quantidade de glutaral
deldo polimerizado, na parede dos tubos, aurentando-se assim, a ligagio ires
pecifica. Entretanto,a ligayao maior obtida nessas oondigoes, nao reflete a
realidade de melhor desempenho do ensalo. A ma qualidade da curva dose res-
posta e a alta ligagdo inespecifica desestimula qualquer propesito ¢e  afir

mar que estas sejom as condigBes adequadas de pré-tratamento dos tubos.

A concentracao do glutaraldeldo que mostrmu ser indimda para o
recobrimento dos tubos foi 23 & temperatura de polimerizagdo Je 20°%C, on-
forre figuras 18 e 19 ¢ consideragies ji mencicnadas no Capitule L7, iten

2.4.2. . 03 tubos pro-tratados nogsas on@igoes oprosentaanin e S LT I
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ligac3o (B /T) da ordem de 25% e n3o conprameteram a sensibilidade da curva
padrao. Por outro lado, utilizando-se glutaraldeido a 1% e temperatura (e
10°C, a curva wostrou oomportamento semelhante, no entanto, a copacidade da
ligagao foi mais baixa e a ligagdo inespecifica foi praticamente igual e

las encontradas para concentragao de 2% a 20°C.

3.5. Efeito do tempo e da temperatura de incubacao na imobilizagao do

anticorpo

0 tempo de incubagao na imobilizacao do anticorpo que mostrou ser
apropriado para a preparagao c¢os tubos foi entre 24 a 26 horas, conforme
mostra a figura 20. A temperatura de 4°c foi adotada para evitar a deterio

ragao do anticorpo “5) .

4, CTERIST TODOLOGICAS DO_ENSAI

4.1, Caracteristicas das curvas padrao

para fins comparativos, RIEs de "Duplo Anticorpo” e “Solugao PEG”
foram efetuados.Selecionaram-se estas duas téaicas por ja serem utilizadas

tradicionalmente em nossos laboratdrios, com as caracteristicas metodolagi

(36,57) (17,20,23,88)
cas definidas e consensualmente aceitas na literatura . .

Para tanto, foram utilizados os mesmos reajentes basicos nos tres ensaios,
[ 4

ou seja os padcCes (soro referencias) do T,, anticorpo anti-T, e 125 I-Ty,

apenas dilufdos nas condigOes proprias para cada tiro de ensaio, como  des-

125

critos nos itens 3.11 e 3.12. Apbs a separagao do cumplexo ~I-T,- anticor

po, da fragao livre com seus respectivos sistemas de separardo,avaliaram-se

todos os parametros pertinentes comparancks os entre si.

’ »
508

A andlise Gus valores dos pardietros "B/I", "tSB", c

"Slope” da curva padrio dos PTs 2 "Fase S6Lida” encontrem-soe  awpalivoin
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com aqueles cbtidos pelas outras duas técnicas oonforme apresentados na ta

bela IV.

4.2. Estimativa da dose minima detectavel - DD

As estimativas da dose minima detectavel (D) dos trés téicas
encontram-se na tabela V e figura 28. O intervalo de confianga da DMD ao ni
vel de P = 0,05 foi de 9 a 25 ng/dl, 8 a 20 ng/dl e 14 a 30 ng/dl para as
tecnicas da2 "Fase SOlida", "Duplo Anticorpo” e "Solugao PEG®, respectivamen
te. Estes valores estao muito distantes daqueles encontrados em  individuos

normais, permitindo portanto caracterizar perfeitamente os hipotireoideos.

Os dados das XDs da takela V nao Sugerem diferengas significati

vas entre a temica de "Fase SO0lida” e as demais.

4.3. Analise da precisao do nmetodo (Perfis intra-ensaio e inter-en-
saio)

Na analise da precisao do método, a reprodutibilidade intra-en
saio acusou variagao d2 6 a 10%, no intervalo de 50 a 900 ng/dl, envuantu
a precisdo inter-ensaio foi de 8 a 17%, para a técnica de "Fase SAOlida",cur
forme figuras 29 e 30. Por outro lado, com se cbzerva dessas figuras,as de
texminagles da concentragio de T3 nestr meswo intervalo, para a téen‘ma de
"Duplo Anticorpo" sao afetadas por erro de aproxiiv:lwmente €3 a 133 * quando
a amostra & dosada no resio ensaio e erro de aproximadamente 11 a 202 quan
do dosadas em ensaios diferentes, Para a técnica de "Solugao PEG", a preci
sao intra-ensaio variou dz 7 a 16%, enxuanto a precisao inter-ensaio foi de

10 a 26%.

Camo rodenos observar, as trés téaicas apresentaram  precisio

intra-cnsaio wenor do que a precisfo inter-ensaio, o que 14 era esporado
) (56)

~ . 73 .
oonfote obsarvagues On Roibard (73) ¢ Masguita .
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A reprodutibilidede intra-ensaio e inter-ensaio encontrada para
os trés metodos estd satisfatdria, levando-se em conta que as amostras fo
ram dosadas em duplicata, como s30 geralmente realizados na rotina de labo
ratorios clinicos. Esses valores de niveis de precisdo sao perfeitamente

- 6
aceitaveis na rctodologia do RIE © ).

4.4. Avaliacao dos parametros metodoldgicos dis tres téanicas

Avaliando-se isoladamente cada parametro, a teica de "Duplo An
ticorpo”, mostrou melhores resultados quanto & ligagdo inespecifira  (NSB)
mais baixa, valor do DMD menor e por requerer menor quantidade de Ty para

deslocar 50% do complexo 125

I—-’I‘3 (XSO%) em relacao a cutras duas tecnicas .
No entanto, na pratica esses parametros estdo tio proximos, que estas peque |

nas nuancias nao sao significativas.

Na analise da precisao do método, a técnica que mostrru  major
reprcdutibilidade nas determinagdes de concentragGes do hommonio foi a téc
nica de "Fase S0lida", tanto para precisao intra-ensaio como para precisao
inter-ensaio. Provavelmente, isto se deve a extrema simplicidade do método,
exigindo o minimo de operagCes do analista, como mostra o protocolo da figu

ra 7, minimizando-se, assim, as dispersces oriundas Cos erros experinentais.

Para campararmos a qualidade dos ensaios pelas tres téaicas no
contexto arplo, aplicou-se un algoritmo, o gual leva em uonta o perfil  de

precisao, a DMD e a extensao da curva padrao.

Como podemmos verificar pela expressao n? 2 do Capitulo 1T itan
3.14.4. utilizada para calcular o digito de merito, a téica mais aderpada
é aquela que apresentar menor valor do digito de mérito, atendendo-se  as-

sim, o compromisso entre a sensibilidade e precisio do ensalo.

Os valores de dlyito de mérito foram: 0,14 para "lese S51ida” ,
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0,19 para "Duplo Anticorpo” e 0,21 para "Solugao PEG" caw mostra a tabela
VIII.

Alicergados nessa avaliagao conclui-se que o melhor prooedisien—
to corresponée a “TFase Solida”, seguido pelo "Duplo Anticorpo” e "Soluqao
PEG". Nossos resultados mostram por ocutro lado, que o ensaio &k "Duplo Anti
corpo” pode satisfazer melhor os resultados na faixa de hipotireoidisno, oo
mo nostra @ tabela VIII, na qual a técnica o “buplo Anticourpo” acusa menor

D,

No entanto, os trés sistemas de separagao mostraram adequados pa

ra detenninac3o des niveis séricos de T;.

4.5. Resultados da concentracao das amostras dosadas - Exatidao do

metodo

Os resultados da concentragao de T, de 39 awostras de soro, dosa
das pelas trxés tecnicas, com os respectivos intervalos de confianga  en™n

tran-se na tabela VI.

A exatidlo da técnica da "Fase S0lida" foi avaliada por crapara
Gao entre esses resultados, que pode ser relhor observadu na figura 34, on
de todos os valores obtidos encontram-se espalhados e torno das retas bis
setrizes, O coeficiente d2 correlagao (r) entre os rocsultados Cestas trés
témicas comparados entre si, encoatrant-se na tebela VIL. A lineacidade e a
alta correlagao indioou que as trés téanicas forneceram praticanente os res
mos resultados dos niveis séricos de T, presente nas anostras, aaprovando-
-se a validade da "Fase S5lida", wna vez que 33 se acredita na exatidio das

outras duas tecnicas.
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5, CARACTERIZAGAO DA FAIXA DE NORMALIDADE E NIVEIS SERICOS DE T3 ENCONTRA-
DOS EM PACIENTES COM HIPOTIREOQIDIS®O E HIPERTIREOIDISD

A distribuigao de frequi.cia de valores das ooncentragGes seri-
cas ce T, cbtidos de 153 individuos normais encontram-se na tabela IX. Pelo
histograma apresentado na figura 35, adotou-se que os valores chedecem  a
distribuiq"ao normal. A média aritmética de seus resultacos e desvio padrao
foi de 145 + 27 ng/dl, respectivamente, estabelecendo a faixa ¢e normalida

éa ontre 90 a 200 ng/dl, ao nivel de p = (,05.

Da analise da figura 36, concluiu-se que a t8cnica ¢e "Fase SOli
da” discrimina os niveis séricos de T, de indj.vidtbs hipotireoideo, normal
e hipertireoideo.

Na tabela X encontram-se relacionados os valores de ooncentragao
de Ty no soro de individuos norrais, pacientes com hipotireoidiswo e hiper
tireoidismo descritos por outros autores, em cowparagao oo resultados en
contrados neste trabalho. Eventuais variagoes no valor wédio da concentra-
gao de T4, podem ser relacionadas com as variagoes de metodologia das carac

(13,29)

teristicas dos oconmponentes empregados e de efeitos do  distribuigao

populacional.
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TABELA X - Estimativa da concentragzo de T3 encontradas por  diferentes
pesquisadores
Concentragao ée Ty ro soro  ( ng/dl )
Autor
Hipotiroidismo Eurotiroidiswo | Hiperxtiroidismo
. (58)
Mitsuna (1971) 62+ 9 138 + 23 491 + 265
Lieblich e .
Utiger (1971) 53) 99 + 24 145+ 25 423 + 146
(52)
Larsen (1972) 39 +21 110 + 25 546 + 442
Sterling e |
Milch (1974) (85) 47 + 39 189 + 30 838 + 30
Burger e
ool (1975) 0 0+ 80 9 + 36 220 + 1040
(54) i .

Lyunggren (1976} 33+35 115 + 22 411 + 142

. (19)
Colli (1980) 49 + 40 132 + 29 420 + 218
Koizuni e

29

o1 (1980 Y 104 + 38 159 + 21 522 + 404
Este trabalho 46 + 24 15+ 27 500 + 197
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6.  VANTAGENS E DESVANTAGENS DA TECNICA DE "FASE SHLIDA"

As desvantagens observadas para & téanica de "Fase SGlid " em re
lagao aos outros métodos foram: necessidade de maior quanticade de  anticor
po, cerca de dez vezes mais, e anticorpo com titulo mais alto. Os anticor-
pos obtidos dos trés coelhos mostraram-se satisfatorios para o sisiema de
"Fase Liquida”, enquanto que samente um apresentou titulo suficientewente
alto para ser utilizado na preparagao dos tubos de "Fase $0lida”, alem da
preparagao geral de todas as etapas na témica de "Fase SGlica" ser mais

complexa do que outras técnicas.

No entanto, estas desvantagens sao conpensadas pela extrema sim—
plicidade do metodo, laboratorialmente, para quem o rcocbe. A técnica pos
sibilita, assim ao analista grande rapidez no trabalho cum poucas operagves
e equipamentos, ninimizando-se as dispersoes nos rc.u.tados das dosagens (2
vido aos erros experimentais e conduzindo a ensaios com ‘maior precisao. A
separagao da fragao ligada da livre se realiza por simples decantagao ou as

piracao, nao necessitando da fase de centrifugagdo.

Na analise conjunta levando-se em conta todos os parametros, a
técmica de "Fase SOlida" apresenkou resultados carparaveis e algumas vezes

estes foram melhores.
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V., CONCLUSOFS

(o] T3 marcado possui aproximadamente (0,9 + 0,2)1251 por molécula & T
125

3

A atividade especifica do I-T, foi de 110,8 + 23,6 TB3/g ( 2974 &

638 Ci/g ), a qual esta proxima do valor da atividade especifica maxi

12

ma tedrica & T; produzido pela adicao de 1 atawo de 1 por molécula

(130 TBq/g) .

O anticorpo, anti—'l'3 utilizado neste trabalho apresentou as seguintes
caracteristicas: requereu diluicao do anticorpo de 1/10 060 a@n "Fase
Liquida" (PEG, Duplo Anticorpo) e 1/1000 em "Fase SGlida” para propor
cionar uma ligagao com o tragador ao r.edor de 25%; constante de afini-
dade de reagio T,-anticorpo de (0,92 + 0,19) x 100 1/l e reativida
de cruzada de 0,053com o T, e inferior a 0,01% com as demais substin-

cias analogas ao T, estudadas.

ApSs o estudo das condigOes apropriadas para a preparagao dos  tubos
de "Fase SOlida", o procedimento Cefinitivo adotado neste trabalho foi:
a) pré-reccbrimento dos tubos com polimerizagio do glutaraldeido dilui
d a 2% em pH 9,5 durante 4 horas a temperatura de 20°C; b) imobilizg
cao do anticurpo nos tubos pré-recobertos cm anticorpo diluido a
1/1000 em tampio veronal 0,05M pH 8,6 incubado a 49°C durante 24 horas
e C) preenchinento dos sitios ndv recobertos de swerficie plistica
oo soro albumina bovina dtluida a 0,5% em tampao vervnal 0,025M ph

8,6 incwbado a 209C durante 20 minutos.

i dose minima detectavel (DMD) pela técnica de "Fase S6lida" foi de
17 + 4 ng/dl, nao sugerindo dif-rengas significativas omm aquelas en-
contradas pelas téaicas de "Duplo Anticorpo” de 14 + 3 nj/dl ¢ do "ro

luzao PEG" de 22 + 4 ny/dl.
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A precis3o dos resultados dz um mesmo ensaio (precisdo intra-ensaio )
da técnica de "Fase SOlida" foi de 6 a 10%, no intervalo de 50 a 900
ng/dl, enquanto as témicas de "Duplo Anticorpo” e "Solugdo PEG" apre-

sentaram variagao de 8 a 13% e 7 a 163 respectivawente.

A precisao dos resultados de dosagens efetuadas em diferentes .dias
(precisao inter-ensaio) variou de 8 a 17% na faixa de concentragoes de
50 a 900 ng/dl para a técica de "Fase SGlida” enquanto que a disper-
sao dos resultados encontrada para a témica ce "Duplo Anticorpo” foi

de 11 a 20% e para a témiica Gz "Solugao PEG” de 10 a 26%.

0 menor valor do digito de mérito (D.M.) encontrado para a técnica de
"Fase Solida" (D.M. = 0,14) indicou que 0 procediento mais eficiente
oorresponde .a esta témica, atendendo melhor o conpromisso entre a sen
sibilidade e precisao do ensaio, seguido pelb "Duplo ‘Anticorpo” (D.M. =

0,19) e “Solugao PEG" (D.M. = 0,21).

Os resultados das amostras séricas de Ty dosadas pela técnica de "rFase
S6lida” apresentaram boa correlagio com agueles encontiudos pelas téc
nicas de "Duplo Anticorpo” (r = 0,97) e "Solug3o PEG” (r = 0,96), com
provando-se a exatidao da "Fase S5lida", una vez j3 conhecida a das nu

tras duas técnicas.

Os valores de nommalid~de de nivel sérico de T, fol de 145 + 27 ng/dl,

estabelecendo a faixa de 90 a 200 ng/dl, ao nivel de p = 0,05,

A ténica de "Fase S6lida" permitiu discriminagio dos niveis séricos
de Ty Ce individuos hipotireoideo, rommal e hipertireoideo, nostrando-
-se adequada para a quantificagao do T, na rotina das dosagens de natu

reza clinica,

r—-... - e - P Y Y VY~ VI B e TR —
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