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Desenvolvimento do radioimunoensaio
para a dosagem da triiodotironina (T3) por
técnica de fase sélida*
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INTRODUCAO

O radioimunoensaio (RIE) é um dos
métodos mais utilizados atualmente na ro-
tina de dosagens de substincias contidas
nos fluidos bioldgicos. Provavelmente mais
de 100 mil dosagens sdo realizadas mensal-
mente no Brasil fazendo-se uso do RIE.
Sua aplicagéo estende-se pela medicina hu-
mana e veterindria, principalmente nos
campos da Endocrinologia, Cancerologia,
Toxicologia, Gastrenterologia, Bacterolo-
gia e outros.

Uma metodologia de tdo ampla escala
deve satisfazer os critérios seguintes:

1. Praticabilidade (simplicidade, rapidez).

2. Confiabilidade (precisdo, exatidéo, es-
pecificidade, sensibilidade).

3. Economia (custo/beneficio).

Encontram-se na literatura diversas pro-
postas técnicas@ 7. 19 que procuram satis-
fazer esses itens e dentre elas a técnica de-
nominada de ‘‘fase solida’’ destaca-se co-
mo a mais eficiente®. Em nosso meio, la-
mentavelmente, a maior parcela do consu-
mo de reagentes do RIE (kizs) que usam a
fase solida é ainda de procedéncia impor-
tada. Essa importagdo é, até agora, justi-
ficada pelas dificuldades tecnoldgicas na
obtengdo e fixag¢do do anti-soro na matriz
de fase sélida (tubo de plastico, esfera de
plastico etc.).

O propésito deste trabalho é desenvol-
ver uma técnica de fase sdlida em nosso
meio ¢ para isto selecionou-se o RIE para
a dosagem do T, (triiodotironina) como
modelo, pois é um radioimunoensaio tipi-
co e um dos horménios de maior solicita-
¢ao clinica.

MATERIAIS E METODOS

O anti-soro anti-T, foi obtido em coe-
Iho mediante multiplas injegdes intradér-
micas dorsais do imuno6geno, em cerca de
50 sitios, com reinjegbes espagadas no tem-
po em intervalos de 15 dias. Devido ao bai-
x0 peso molecular do T; e por ndo ser
imunogénico na sua forma natural®, o
imundgeno foi preparado conjugando-se
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T; com soro albumina bovina (SAB),

utilizando-se a reagdo com.carbodiimida®.

Na inje¢do da primeira dose o comple-
xo imunogénico (T;-SAB) foi misturado
em coadjuvante de Freund (Difco) comple-
to (com BCG) e nas doses de reforgo sub-
seqiientes misturou-se 0 imundgeno em ad-
juvante de Freund incompleto (sem BCG).
Apdés 10 dias da terceira dose de reforgo,
aproximadamente 55 dias do inicio da imu-
nizag3o, retiraram-se cerca de 10ml de san-
gue de cada animal. O sangue foi mantido
por duas horas em banho-maria a 37°C e
a seguir foi centrifugado a 1.000G. O so-
brenadante (soro) foi separado ¢ isolaram-
se suas imunoglobulinas por precipitagio
com sulfato de amoénia. As amostragens de
sangue foram repetidas ap0s oito a 10 dias
de cada dose de reforgo. Selecionou-se pa-
ra uso nos experimentos deste trabalho o
anti-soro que apresentou as melhores ca-
racteristicas, que foram:

1. Constante de afinidade K = 0,92 x
1010/mol.

2. Concentragio molar aparente no tubo
igual a 0,42 x 10 mol/l.

3. Especificidade avaliada pelo indice de
reatividade cruzada com os seguintes va-
lores: (T3--> 100%), (T4-> 0,05%),
(rT5--> 0,0008%), (T,--> 0,006%),
(Tetrac--> 0,004%), (Triac--> 0,02%),
(DIT--> 0,0001%) e (MIT-->
0,0001%). ;
O anti-soro assim obtido aprésentou ca-

racteristicas semelhantes ao anti-soro gen-

tiltmente fornecido pelo Dr. Ewaldo M. K.

Russo®, que serviu para os nossos primei-

ros experimentos.

O tracador radioativo (12I-T;) foi pre-
parado segundo a técnica da rea¢io com
cloramina-T, conforme protocolo de mar-
cagdo ja descrito por Hamada ef al. 4.5, A
fragdo cromatogrifica contendo o 125I-T,
foi diluida em solugdo de propilenoglicol
a 50% e armazenada em temperatura de
-20C. Para fins de (ensaiol,, 0 15I-T; foi di-
luido em tamp@o veronal 0,05M pH 8,6
com 0,35% de ANS (4cido anilino nafta-
leno sulf8nico, da Sigma Chemical Co.) e
0,01% de timerosol (Eli Lilly do Brasil) em

concentragdo radioativa de 950Bq/ml
(26nCi/mt).

As solugdes padrao para definir a cur-
va de dose-resposta (curva padrao do RIE)
foram preparadas a partir de 3,5,3’-L-
triiodotironina (Sigma Chemical Co.) na
concentragao inicial de 100ng/ml (solugdo
estoque) em solugdo de propilenoglicol e
soro isento de T; (soro strip, pool de soro
humano pré-tratado com carvdo ativado)
na proporgio de 1:1. A partir desta solu-
¢dolestoque-preparam-se|os demais soros
de referénicia da curva padrio nas seguin-
tes concentragoes: 0, 25, 50, 100, 250, 500
e 1.000ng/dl, usando-se o soro strip como
diluente.

A fixac@o do anti-soro anti-T; nos tu-
bos de polipropileno (fase sélida) foi obti-
da seguindo o protocolo descrito por Kim
et al. O com algumas adaptagdes@.

Neste procedimento utilizou-se o gluta-
raldeido diluido a 2% em solugio aquosa
de NaOH em pH 9,5, depositando Iml des-
ta solugdo em cada tubo de ensaio. Apds
repouso durante 4 horas em temperatura
ambiente decantou-se essa solugio. Em se-
guida lavou-se cada tubo por trés vezes com
tampdao veronal 0,025M pH 8,6 para reti-
rar o excesso de glutaraldeido. Nessas ope-
ragOes obtém-se residuos polimerizados de
glutaraldeido aderidos as paredes do tubo
de ensaio. A seguir adicionou-se 1ml de an-
ticorpo diluido em tampao veronal 0,05M
pH 8,6 de modo a conseguir ligagao de
25% com os 950Bq do tracador radioati-
vo. Com 0 nosso anti-soro foi necessario
dilui-lo a 1/1.000. Os tubos foram incuba-
dos durante 24 horas em temperatura de
4°C para efetivar a rea¢do dos residuos de
aldeido do glutaraldeido com grupos ami-
no da molécula do anticorpo. Ap6s estas
operagoes a solugdo foi decantada e os tu-
bos foram lavados com tampdo veronal
0,025M pH 8,6 por trés vezes, seguindo-se
a incubagéo por 30 minutos com solugio
de SAB 0,5% neste mesmo tampdo.
Repetiu-se 0 processo de lavagem e levou-
se a secura a 4°C para preencher os sitios
nao recobertos com anticorpo. Os tubos as-
sim preparados foram estocados 4 tempe-
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ratura de aproximadamente 4°C (ambien-
te de geladeira). Deste modo-suas proprie-
dades mantiveram-se por um periodo de
pelo menos quatro meses.

"Para verificar a qualidade desses tubos
de fase sélida realizou-se o RIE seguindo
o protocolo abaixo:

1. Aliquotar 100ul dos soros padrdes ou

amostras nos- tubos previamente reco--

bertos com anti-soro.

2. Adicionar 1ml do T;-1251,

‘3. Agitar.

4. Incubar por 4 horas a temperatura am-
biente.

5. Decantar o sobrenadante.
6. Medir a radioatividade do complexo.

Para fins comparativos realizou-se pa-
ralelamente o RIE de T; utilizando-se téc-
nicas ja tradicionalmente empregadas em
nosso laboratério, a saber: técnica do ‘‘du-
plo anticorpo’’ (0 e técnica da ‘‘solugdo
PEG”’®),

Os célculos para a caracterizagao dos
parametros da curva padrdo, da dose mi-
nima detectavel, do perfil de precisdo do
ensaio, da constante de afinidade e da con-
centragdo do anti-soro no tubo de reagdo
(diagrama de Scatchard)d) foram efetua-

dos pelo sistema computacional GAR-
LA® disponivel no Depa’r?mento de Pro-
cessamento de Dados do Ipen-Cnen/SP.

Com a finalidade de avaliar a qualida-
de do ensaio, ¢ém contexto amplo, adotou-
se o seguinte critério: formulou-se um pa-
rametro, aqui-denominado de digito de mé-
rito (figure of merit, FM) definido pelo se-
guinte algoritmo:
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Fig. 2 — Curvas padrdo dos RIEs de T, realizadas pelas trés técnicas
uma das trés técnicas.

de separacg3o da fracdo ligada da livre.
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Fig. 4 — Correlacao de resultados dos RIEs de T, entre.as trés técnicas.

TABELA 1
Resultados dos valores dos parémetros a, b, ¢ e d da fung&o de ajuste da curva padrdo, i.é,

1 + (X/ep
e dos valores da dose minima detectavel (DMD)

Ensaio {a) (d) (c) (b)
X Termo DMD
Bo/T NSB 50% exponencial (ng/dl)

(%) (%) (ng/di) -
Fase sélida 24*5H 7*2 256 £ 37 0,97 £ 0,22 1724
Duplo anticorpo 2564 52 220 *-46 0,93 0,19 14 *3
PEG 27 4 10*2 314 .43 1,20 £ 0,16 22+ 4
TABELA 2 Para caracterizar a faixa de normalida-

Anélise conjunta de diferentes par&metros
do ensaio para comparagio da qualidade
das tr@s técnicas avaliadas

Ensaio DMD Area do Digito de
(ng/dl} perfil de mérito
preciséo :
Fase solida 17 7.806 0,14
Duplo anticorpo 14 - 13.098 0,19
PEG 22 8826 0,20

onde DMD corresponde & dose minima de-
tectdvel, a qual € estatisticamente diferen-
cidvel da concentracdo nula, e DMS cor-
responde A dose méxima significativa, es-
timada a partir do pardmetro NSB. Esses
dois-parimetros foram calculados pelo pro-
grama GARLA®), '
A drea do perfil de precisdo foi calcu-
lada por cdlculo numérico. A Fig. 1 esque-
matiza a idéia do digito de mérito.

de foram dosados 153 soros de individuos
considerados clinicamente normais. Ava-
liaram-se também amostras de pacientes
considerados clinicamente como hipotir6i-
deos (cinco casos) e hipertirdideos (oito
Casos).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Fig. 2 mostram-se as curvas padrio
dos RIEs realizados pelas trés técnicas: fa-
-se solida, duplo anticorpo e solugido PEG,
tragadas em escala semi-logaritmica. Os va-
lores dos coeficientes de ajuste de cada uma
das curvas (segundo o modelo logistico de
?uatro parimetros) encontram-se na Tabe-

al.

Nas trés técnicas experimentadas foram
utilizados os mesmos reagentes bdsicos, ou
seja, soros de referéncia, anticorpo anti-T,

e 125]-T; diluidos nas condigdes apropria-

das para cada tipo de ensaio. A andlise dos
pardmetros mostrados na Tabela 1 sugere
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que a técnica da fase solida apresenta re-
sultadds compardveis com as outras duas
técnicas.

Na avalia¢do isolada de cada parame-
tro, a técnica de duplo anticorpo mostrou-
melhores resultados quanto a ligagdo ines-
pecifica (pardmetro d), valor de DMD (do-
se minima detectdvel) e X50% (pardmetro
c). No entanto, na pratica, esses parime-
tros estdo tdo préximos que essas peque-
nas nuangas ndo sio significativas.

A Fig. 3(a) mostra o perfil de precisdo
intra-ensaio para cada uma das técnicas.
Dessa figura conclui-se que-a precisdo intra-
ensaio para a técnica da fase sélida, nos va-
lores. compreendidos na faixa de 50 a
900ng/dl, foi inferior a 10%, sendo que a
faixa de maior precisdo encontra-se no in-
tervalo de 200 a 400ng/di. A precisdo intra-
ensaio no intervalo de 50 a 900ng/dl, para
as técnicas de duplo anticorpo ¢ solugdo
PEG, variou de 8 a 13% ede 7 a 16%, res-
pectivamente.

Os perfis de precisdo interensaios mos-
trados na Fig. 3(b) acompanharam basica-
mente essas comparagdes, com valores mais
elevados devido a inclusdo de varidveis ndo
controladas, conforme ja previsto por
Mesquita®. A dispersdo interensaio foi da
ordem de 8 a 17% para a técnica da fase
s6lida, 11 a 20% para a técnica do duplo
anticorpo e de 10 a 26% para a técnica da
solu¢do PEG, quando apreciadas na faixa
de 50 a 950ng/dl de T;.

Provavelmente a maior precisdo verifi-
cada na técnica da fase s6lida se deve a ex-
trema simplicidade da técnica, exigindo o
minimo de operag¢des do analista, minimi-
zando assim as dispersdes oriundas dos er-
ros experimentais. Na Tabela 2 estdo rela-
cionados os valores do digito de mérito, da
dose minima detectdvel e da 4drea do perfil
de precisdo, calculados para cada uma das
trés técnicas. ,

Alicercados nesses resultados conclui-se
que a melhor técnica corresponde a fase sg-
lida, seguida pela técnica do duplo anticor-
po e finalmente pela técnica da soluclio
PEG, pois, segundo a expressdo da Tormu+
la do digito de mérito, quanto menor o seu
valor melhor a qualidade do ensaio. Ava-
liando-se o ensaio pelo enfoque da dose mi-
nima detectdvel (DMD) conclui-se que a.

‘técnica do duplo anticorpo pode satisfazer

melhor os resultados de pacientes hipoti-
roideos. No entanto, os trés sistemas de se-

paragdo mostraram-se adequados para a

quantificagio dos niveis séricos de Ts.
A exatiddo da técnica da fase solida foi
avaliada por comparagio entre os resulta-
dos de 39 amostras de soro dosadas pelas
trés técnicas. A Fig. 4 ilustra essa andlise

.comparativa. A linearidade ¢ o alto coefi-

ciente de correlagio indicaram que as trés
técnicas forneceram praticamente os mes-
mos resultados, comprovando-se a valida-

_ de da técnica da fase sélida, uma vez que

se acredita na exatidao das duas outras
técnicas.

Os valores médios e seus desvios padrdo
,avaliados em diferentes populagdes, i.é,
normais, hipotiredideos e hipertireéideos,
foram respectivamente 145 * 27, 45 £ 24
£ 500 + 197ng/dl. Adotando-se a hipdte-
se de que & populagdo de individuos nor-
mais obedeca uma distribui¢do normal
(gaussiana), estabeleceu-se o intervalo nu-
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mérico de normalidade ao nivel estatistico
dep = 0,05 como sendo de 90 a 200ng/dl,
com valor médio e desvio padrido de 145
+ 27ng/dl.

Quanto aos aspectos econdmicos envol-
vidos na técnica de fase solida, devemos
considerar que o seu custo poder4 ser im-
proéprio para uma rotina de pequena esca-
la. Devemos levar em conta que para cada
dosagem serd necessario o preparo de pelo
menos dois tubos de ensaio descartdveis de
polipropileno®. Por outro lado, nossa ex-
periéncia mostrou que na técnica de fase
solida foi necessdrio dispender de maior
quantidade de anti-soro, aproximadamente
10 vezes daquela quantidade utilizada nor-
malmente nas técnicas de fase liquida e ain-
da, no preparo dos tubos de fase sélida o
anti-soro deve ser de melhor qualidade e
de maior titulo. O mesmo anti-soro, quan-
do usado nas técnicas de fase liquida, de-
ve apresentar uma dilui¢do ao nivel de pe-
lo menos 1/10.000 para os horménios de
baixo peso. molecular, como € o caso do
T3, conforme Parsons®. Anticorpos do ti-
po monoclonal® provavelmente seriam
mais indicados na prepara¢io dos tubos de
fase solida.
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Concluindo, o custo do anti-soro utili-
zado na técnica da fase sélida-é mais one-
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RESUMO

Desenvolveu-se¢ um sistema de radioi-
munoensaio (RIE) do horménio T; pela
técnica de fase soélida, imobilizando-se an-
ticorpo anti-T; em tubos de polipropileno
pré-recobertos com glutaraldeido polime-
rizado em meio alcalino.

Avaliou-se a qualidade dos tubos reco-
bertos pelo desempenho metodoldgico no
RIE, analisando s diversos parametros do
ensaio, a saber: a dose minima detectavel,
a ligagdo inespecifica (NSB), X50%, a in-
clinagdo da curva (slope), a precisdo intra
¢ interensaio, exatiddo do método e digito
de mérito.

Os intervalos de valores da concentra-
¢ao de T; no soro de individuos hipotiroi-
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