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Um IRMA de hTSH, baseado em separaciio por fase sélida magnética,
foi estudado especiaiments com relaciio ds ligacies inespecificas. Estas foram
identificadas como sendo um produlo da inleragiio entre uma forma allerada do
mmummmvm.-mnm
magnética nko acopiads (matriz). Aparentements esta forma de 125--mAB é um
tipo de agregado que pode ser parciaiments separado do do pico principal pele
cromatografia em Sephadex G-200 ¢ além disso minimizado através de uma pré-
incubacio simples com a mesma matriz. Saturacio da fase sblida com prolsinas
do leits, estocagem do tragcador a 40C e adicio de soro durants a incubeclio
foram também consideradas particulaments efetivas na prevencio da sus
formaglio.

Estas condigbes foram utilizadas para que houvesse uma diminuicho
reprodutivel das ligacSes inespecificas para valores <0,1% (ou <70cpm),
aumentando assim a razfo sinal-ruido (Beo/Bo) para valores de 300-500. Desta
maneira obtivemos radioensaios de hTSH com sensibilidades funcionais de
aproximadamente 0,05mUIL e sensibilidades analiticas da ordem de 0,02mUIN,
mmmmmmum»maz-mo
excelentes para IRMAs magnéticos. Um céiculo mais otimista da sensibilidade,
baseado na definicho de Rodbard, fomeceu valores de até 0,008mUW.
Ressaltamos também que tais sensibilidades foram obtidas de uma maneira
altaments reprodutivel e durante toda a vida Gtil do tragador.



Ulrasensitive human thyrotropin (hTSH) immunoradiometric assay (IRMA)
set up, through identification and minimization of non specific bindings

Cibele Nunes Peroni
ABSTRACT

" An IRMA of hTSH, based on megnetic solid phase separation, was
studied especially for what concemns its non specific bindings. Thess were
identified as a product of the inleraction between an allered form of radiciodinated
_ cefiulose particle (matrix). Apparently this form of 1251-mAB is a type of aggregate
that can be partly resoived from the main peak on Sephadex G-200 and further
minimized vie a single pre-incubation with the same matrix Solid phase saturation
with milk proleins, tracer storage at 40C and serum addition during incubation
were also found particularly effective in preventing its formation.

These findings were used in order fo reproducibly decreass non specific
bindings to values <0.1% (or <70cpm), increasing thus the signal-to-noise ratio
(Bso/Bo) up to values of 300-500. This way we obtained hTSH radicassays with
Mmmmdmo.mmmwmmaum‘
of 0.02miU/L, which classify them at least as among the best 2d generation

assays and that are excellent indeed for magnetic IRMAs. A more optimistic

sensitivity caiculation, based on Rodbard’s definition, provided values down to
0.008miU/L. Such sensitivities, moreover, were obtained in a very reproducible
way and all over the useful tracer life.

LIRSEAS HACICNIL TS FRERCIA HUCLEAR/SP - IPER




INTRODUGAO

O hormdnio humano estimulador da tiredide (hTSH) ou tirectrofine é
uma glicoproteina formada por duas subunidades (alfa e beta) niio
covalentemente ligadas. A subunidade alfa & comum aos outros dois horménios
glicoproteicos (foliculo-estimulante e luteinzants) da hipifise anterior; seu peso
molecular é de 20-22kd correspondente a 32 aminoécidos no ser humano. A
subunidade beta é Unica para cada um desses hormdnios e confere a
especificidade biologica: possui aproximadamente 112 aminoécidos, com peso
molecular de 18kd (77, 81).

Este hormdnio possui aglo reguladora sobre o ebw hipothlamo-
pituitério-tiredide, estimulando a produciio e a secrecio dos hormdnios
tirecideanos (trilodotironina e tiroxina).

A secrecio do hTSH é controlada pelo hormdnio liberador de
tireotrofina (TRH), um tripeptideo hipotalémico e pelos hormdnios tireoideanos,
através de um mecanismo de refro-regulacdo. Quando ha diminuicdo dos niveis
dos hormdnios tireoideanos na circulagdo, ocorre um aumento da concentracgio
sérica de TSH, como aeontcee no hipotireoidismo primédrio. Por outro lado, uma
elevagdo nos niveis de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) acarreta a supresséo da
secrecio de TSH, resultando em concentracies inferiores as dos individuos
normais (de 0,6 a 4,6 mUI/L de hTSH) nos casos de hipertireoidismo (44, 77).

Em condicdes normais, as concentracdes de hTSH circulantes sdo
similares em ambos os sexos, sendo os valores mais altos encontrados nas
primeiras semanas de vida. A secrecio desse hormdnio obedece a um ritmo
circadiano, com niveis maiores durante a noite, o que n#o influencia a utilidade
clinica da sua determinacdo, desde que observado o hordrio da retirada de
amostras sanglineas, permitindo assim o estabelecimento de intervalos de
referéncia para individuos normais (eutireoidecs), hipertirecideos ou



hipotireoideos (29, 38, 82).

Por estas razdes, a determinagiio do hTSH no soro ou plasma tem sido
considerada, desde a introducdo de virios ensaios imunométricos comercisis na
metade da década de 80, um teste tirecideano bastante simples, sensivel ¢
especifico (14, 50, 80). Os ensasios imunométricos sio notoriaments mais
sensiveis que os radicimunoensaios convencionais, a sensibilidade reportada
mlmmwdﬁmamm;umeumm
considerados capazes de distinguir os individuos normais da grande maioria dos
casos de hipertireoidismo, cujos niveis de TSH geraiments siéo inferiores a
0,01mUIL (33, 38, 42, 65, 68, 80), visto que ndio é discutivel o seu valor
diagnéstico para o hipotireoidismo primdrio. Conseqientemente, sua utilizagéo
como um teste inicial na avaliagdo da fungiio tirecideana em pacientes ou na
triagem de recém-nascidos para o hipotireoidismo congénito (neonatal) tem
adquirido grande importancia (3, 8, 21, 36, 61).

A sensibilidade analitica (limite de detecg@o) para um ensaio de hTSH é
definida pela American Thyroid Association (ATA) como sendo a concentracéo
correspondente a média mais ou menos 2,5 vezes o desvio-padrio (DP) da
resposta equivalente a multireplicatas da dose zero, quando realizada num intra-
ensaio (29). O nimero de multireplicatas (n) ndo é categoricamente definido, mas
a maioria dos autores utiliza geraimente entre 8 e 20 replicatas (33, 43, 46, 47,
56, 70). O fator que multiplica o desvio-padrido também varia de 2 a 3DP (25, 31,
43, 48, 59). Por outro lado, a sensibilidade funcional é definida, por alguns
autores, como a menor dose na qual o coeficiente de variagdo (CV) inter-ensaio é
10% ou menor (69, 82), enquanto outros utilizam um CV entre 10 e 20% (8, 29,
48, 57, 70), o que dificulta a inter-comparagéio dos valores reportados.

Uma classificagdio interessante e bastante utilizada para os vérios tipos -
de imunoensaios de hTSH é aquela baseada em trés geracSes ou etspas de




desenvolvimento e que foi introduzida por Spencer e col. (70), na qual cada nova
geragio de ensaio apresenta uma melhora de aproximadamente 10 vezes no
desempenho funcional sobre a geracio prévia. Foi ainda recentements
reportada, pelo mesmo grupo de pesquisa (71), uma quarta geraciio de ensaios,
que envoive a adicio de wina etapa de saturaciio da fase sdiida a0 ensaio
quimioluminescente (ICMA) de terceira geracdio, anteriorments avaliado pelos
mesmos sutores (70). Assim, de acordo com esta classificaglo, teriamos os
seguintes limites mibimos de sensibiliiade funcional pera cada geraglio de
ensaio: 1-2mUIL (primeira geragio); 0,1-02mUIL (segunda geracho); 0,01-
0,02mUIL (terceira gerachio); 0,001-0,002mUIL (quarta geragiio). Lembramos
porém que, nO caso destas geragdes serem definidas através da sensibilidade
analitica, teremos valores de sensibilidade aproximadamente 5 vezes maiores.
Um exsmplo é o ICMA de terceira geracav, descrito por Spencer (70), que
mostrou possuir a capacidade de atingir valores de sensibilidade para 0 hTSH
das seguintes ordens: sensibilidade analitica de 0,003mUIL e sensiilidade
funcional de 0,018 mUIL. A sensibilidade analitica foi determinada utilizando 8
replicatas intra-ensaio da dose zero e a funcional com um CV inter-ensaio de
20%.

Com o desenvolvimento destes ensaios capazes de determinar
concentracdes mais baixas de TSH e normaimente classificados como de terceira
geracdo, surgiram os termos “ultra-sensivel” @ "super-sensivel”,que sio algumas
vezes erroneamente utilizados para estes sistemas (50). Numa tentativa de
diminuir a confusiio gerada sobre a denominacéio dos sistemas, a American
Thyroid Association (29,80) recomenda que, para um ensaio de hTSH ser
declarado como verdadeiramente sensivel e com potencial para uso clinico como
teste diagnéstico primdrio da funcio tirecideana, 0 mesmo deveria esiar de
acordo com cerlas normas analiticas @ de desempenho relativas aos principais
parémetros que caracterizam um imunoensaio @ que so eXPOsias 8 Seguir:

- sensibilidade analitica @ funcional: j& definidas acima, com a recomendacfo de
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utilizar 0 limile de detecgdio func.onal, visto que 0 mesmo considera as condigles
de ensaio mais tipicas da pritica clinica laboraforial;

- preciséo: 0 CV inter-ensaio deve ser de 10 a 15% e preferenciaiments <20%
para concentragSes de TSH ao redor de 0, TmUIA;

- exatidio: os resultados médios dos ensaios reslizados utiizando padries OMS
(Organizacio Mundial da Saide) ou MRC (Medical Research Center), devem
estar no intervalo de 5% do valor declarado; .

- linsaridade de resposta: os resullados relativos a8 amosiras, diluidas no mesmo
tampéio (a composicio deste deve ser declarada pelo fornecedor) utilizado para a
diluiciio da preparacio padriio, devem ser paraielos 2 curva dose-resposta
dentro de £10%; .

- recuperaciio: as quantidades de padriio adicionadas a amostras de pacientes
devem ser recuperadas em £10% ao longo de todo o intervaio de trabalho do
ensaio;

- ligagio cnzada: com os hormdnios foliculo-estimulante, luteinizante e
gonadotréfico, deve ser <0,1%;

- efeitos de matriz: soros de pacientes com suspeita de hipertireoidismo devem
estar dentro de 5% do sinal forecido pela dose zero da preparacio de
referéncia.

No caso dos radicimunoensaios (RIA) cléssicos, onde 0 esquema de
ensaio baseia-se na competicio entre o antigeno Yrio® (no caso hormdnio néo
marcado) e 0 mesmo antigeno marcado com 125{ (tragador) por uma quantidade
limitada de sitios de ligagio do anticorpo, tem-se para o hTSH um limite de
detecgio analitico da ordem de 0,5 a 1,0mUIL (10, 14, 25, 57). Desse modo, ©
RIA é classificado como sendo de primeira geracio @ tem seu uso resirito para a
avalisclio de concentracSes de hTSH reistivamente altas, visto que sua
sensibilidade néio permite o diagnéstico do hipertireoidismo. Com estes
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esquemas competitivos de ensaio, o diagnéstico tornou-se dificil uma vez que
uma fraco substancial dos individuos normais possuem concentracdes séricas
de hTSH abaixo do limite de deteccio do RIA. Mesmo para os RIA otimizados
com a finalidade de aumentar a sensibilidade, os resultados obtidos em geral nio
sio clinicamente satisfatérios ou demandam ensaios muito demorados (2, 6, 64,
66). Este problema acarretava a necessidade constante da utilizacéo do teste de
estimulo pelo TRH , associado a determinacdio dos hc;nnbnios tirecideanos (T3 e
T4), pare a obtencdio de um diagnéstico definitivo (45).

Com o advento dos anticorpos monocionais a partir de 1975 (37), foi
possivel uma melhora da especificidade e sensibilidade do ensaio
imunoradiométrico (IRMA), um sistema que ja& havia sido anteriormente descrito
por Miles e col. (49). O aumento do intervalo de trabaiho, da especificidade e da
sensibilidade estad principalmente relacionado com o proprio esquema de ensaio,
no qual podem ser utilizados dois ou até mesmo trés anticorpos monocionais, ao
invés do Unico anticorpo policlonai utilizado nos radioimunoensaios (9, 50, 59).
Numa das configuracies mais utilizadas para o IRMA, denominada dois-sitios
tipo "sanduiche”, um anticorpo, geraimente monocional, é radioiodado (anticorpo
de detecgdo) e utilizado em excesso no ensaio, o que favorece cineticamente a
reagdo de ligacdo entre este anticorpo e o hTSH que funciona como antigeno. A
separacdo entre a fragdo ligada e a livre em geral é realizada utilizando um outro
anticorpo (monoclional ou policional), que encontra-se ligado a uma fase sélida e
que tem afinidade por um sitio antigénico diferente da mesma molécula de hTSH
(20, 29).

Estes ensaivs imunoradiométricos classicos de segunda geragio
possuem sensibilidade analitica entre 0,01 e 0,10mUI/L, ou seja, um limite de
detecgdo aproximadamente 10 vezes maior do que o do RIA (70, 80).

Mais recentements, com a tecnologia altemativa da marcacéio com
compostos nfo isotdpicos, apareceu a terceira geracio de ensaios , que
apreserta sensibilidade analitica entre 0.001 ¢ 0,01mUI/L (48, 70, 80). Nesta
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classe de ensaios, a marcacdo do anticorpo geraimente é realizada com
fluordforos  (ensaios  imunofluorimétricos-IFMA), enzimas  (ensaios
imunoenzimomeétricos-lEMA) ou com moléculas quimioluminescentes (ensaios
imunoquimioluminescentes-ICMA).

Enquanto que os esquemas competitivos (radioimunoensaios) sdo
faciimente classificados como de primeira geragéio, nlio hé sempre, de acordo
com os dados da literatura, uma clara distingiio entre ensaios de segunda e
terceira geracdes.

Um exemplo deste fato & o ensaio imunoradiométrico (IRMA)
comercializado pela Behring (Marburg, Alemanha) denominado RiA-gnost, que .
utiliza um anticorpo monoclonal marcado com 125| e o outro anticorpo acoplado
ao proprio tubo de ensaio. Este sistema radioisotépico normaimente seria
incluido na segunda geracfio, mas foi virias vezes relatado com valores de
sensibilidade analitica enormemente varidveis de 0,003 a 0,080mUI/L (25, 42, 48,
56, 83, 76), o calculo tendo sido sempre realizado utilizando 10 a 20 replicatas da
dose zero + 2DP.

No caso do Sucrosep, um sistema comercial da Boots-Celitech (Slough,
Reino Unido), foram encontrados valores de sensibilidade analitica que variaram
de 0,01 a 0,12mUI/L (B, 25, 31, 33, 38, 45, 46, 48, 67). Este IRMA envoive a
utilizaglo de dois anticorpos monocionais, um marcado com 125] e o outro
covalentemente ligado a uma fase sélida (Sephacryl S300, Pharmacia). Neste
ensaio, a separacio entre 125|-mAB ligado e néo ligado é realizada mediante a
adiclio de uma solugio de sacarose, sendo que a fracdo ligada precipita e a
fragdo livre é aspirada (33, 46).

O mesmo comportamento indefinido, quanto  classificagio em
geragSes, pode ser observado em ensaios ndo isotépicos como o DELFIA
("Disssociation-Enhanced Lanthanide Fiuoroimmunoasay”), que se baseia na
deteccdo fluorimétrica do lantanideo eurépio e que é considerada a primeira
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metodologia ndo radiocisotépica ultra-sensivel desenvolvida com a utilizagio de
anticorpos monocionais (23, 72). Este sistema envolve um excesso de anticorpo
monocional (MAB) marcado com eurdpio e um mAB imobilizado nas paredes de
micro-placas, onde a incubagdo é processada (52, 53). Sua comercializaciio é
realizada pela Pharmacia (Uppsala, Suécia), sendo um sistema largaments
utilizado e cuja sensibilidade analitica declarada varia também enormemente
entre 0,003 e 0,050 mUI/L (35, 38, 41, 43, 48, 52, 53, 72, 76).

Uma das vantagens destes tracadores néo isotopicos é a possibilidade
de obterem-se atividades especificas muito mais altas que as obtidas com
radioisétopos, uma vez que estas sdo cerca de 106 vezes maiores para
compostos marcados com eurépio em relacio aos marcados com 125{ (73). Além
disso, outras caracteristicas especificas do eurépio, como a diferenca entre o
comprimento de onda de absorgio e de emissio da fluorescéncia
(aproximadamente 300nm) e o longo tempo de decaimentc de emissdo, com
conseqiiente diminuicdo da fluorescéncia inespecifica (30), contribuem para que
sistemas como o DELFIA apresentem um desempenho melhor e sejam
classificados na terceira geragdo (22, 35). Contudo, 03 mesmos muitas vezes
apresentam uma avaliagdo analitica e clinica equivalente a um ensaio de
segunda geragdo (42, 63), sendo que ao mesmo tempo para alguns ensaios do
tipo IRMA, como j& observamos para o RIA-gnost tém sido reportadas
sensibilidades da mesma ordem ou até maiores.

E nossa opinido que esta enorme variagio de desempenho inter-
laboratorial possa ser devida, juntamente a outros fatores, as variagdes na razdo
sinal-ruido e a um controle niio otimizado das ligagSes inespecificas.

Publicages recentes reportam estratégias empregadas com a
finalidade de aumentar ainda mais o limite de detecgdo para substdncias de
interesse clinico, como é o hTSH, através da utilizacdo de tracadores com
Propriedades amplificadas (por exemplo enzimas), associados a uma técnica de
deteccdio luminescente ultra-sensivel (39, 40). Houve com isto um aumento da

—-—
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utilizaciio de ensaios quimioluminescentes, cujo limite de deteccdio analitico para
o hTSH varia geralmente de 0,001 a 0,005mUUL (48, 51, 63, 74, 75, 80). Porém,
mesmo para os sistemas mais sensiveis desenvolvidos até 0 momento, existem
ainda algumas restricbes, sendo uma delas o efeito deletério sobre a constante
de afinidade do anticorpo e sobre a cinética de reacdo antigenc-anticorpo,
quando o anticorpo é conjugado a macromoléculas, como é o caso das enzi..us
(55). Outra questiio levantada, a qual foi principaimente discutida por Ekins (23),
é a vantagem pritica de utilizarem-se ensaios com limites de detecgdo ainda
maiores do que os j& disponiveis, para construcdo de sistemas de imunoensaio
em "microspot” que poderiio permitir, teoricamente, a deterininaciio simuitinea
de milhares de substincias diferentes em amostra de aproximadamente 1ml.
Utilizando um destes sistemas, Ekins declara ter alcancado para o hTSH uma
sensibilidade da ordem de 0,0002mUI/L.

A0 nosso ver, mesmo nao contestando o brilhante futuro que possam vir
a ter estas aplicagOes desenvolvidas recentemente, muito pode ainda ser
realizado para melhorar o desempenho dos imunoensaios cldssicos em geral e
dos radioensaios em particular, para que possam ser methor utilizados em nossa
realidade. E dentro desta visdo, que se coloca o objetivo do nosso trabalho, o
qual ndo direciona seus esforgos a introdugdo de novos esquemas de ensaio ou
de novos tragadores, mas ao aprimoramento de um sistema ja disponivel e de
seu potencial de sensibilidade, através do maximo incremento de sua razdo sinal-
ruido.

“IVICT R0 NACICNL IF TNERGIA NUCLEAR/SP - IPER
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OBJETIVOS

O presente trabalho foi iniciado a partir da consideracdo de que um dos
fatores principais que influenciam a sensibilidade dos imunoensaios, em conjunto
com o esquema do ensaio (reacdo em excesso de antigeno ou de anticorpo,
adigio simultinea ou néio dos reagentes, tempo de incubacio, temperatura),
concentragic e afinidade do anticorpo, atividade especifica do tragador, é a
ligagdo inespecifica (20, 22, 27, 35, 43, 54).

Particularmente de interesse para as nossas atividades e para o tipo de
determinacGes a serem realizadas na triagem do hipotireoidismo congénito, sio
os sistemas radioisotopicos com separagdo magnética especiaimente préticos
para laboratorios que ndo possuem centrifugas, notoriamente existentes em
regides menos desenvolvidas. Um exemplo é o Maia Clone da Serono (Woking,
Surrey, Reino Unido), para o qual foram relatadas sensibilidades analiticas que
variam de 0,04 a 0,25mUIL (17, 18, 25, 26, 44, 48, 58, 82). No Maia Clone s#o
utilizados trés anticorpos monoclonais, onde uma mistura de dois desses
anticorpos é marcada com 125| e o terceiro é conjugado a uma particula de
celulose magnetizada (44, 58). Outro radioensaio magnético da Ciba-Coming
(Medfield, MA, EUA), que utiliza um anticorpo monocional marcado com 125§ e um
policlonal para captura, apresentou sensibilidades analiticas de 0,02 a 0,06mUIL
(56, 78). Portanto, de acordo com estes daaos, os dois sistemas magnéticos
descritos acima sio propriamente incluidos na segunda geracdo, ndo chegando
ao desempenho do anteriormente mencionado Ria-gnost, por razdes que nés
acreditamos estarem especiaimente relacionadas com o teor da ligagio
inespecifica. Este Gltimo pardmetro, presente freqiientemente em porcentagem
relativamente alta, que varia de 0,4% a aproximadamente 1% (47, 58, 61), ao
nosso ver é provaveimente originado por um tragador alterado, que se liga
inespecificamentea’ ~e sélida na auséncia de hTSH. De fato, os sistemas de
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separagio magnética, cuja utilidade e praticidade sdo bastante conhecidas e
aceitas (1, 27), apresentam geraimente uma baixa sensibilidade analitica, de 0,20
a 1,00mUUL (17-19, 25, 44, 47, 61), com excecdo de aiguns dos valores jé
mencionados para os sistemas da Serono e da Corning nem sempre confirmados
pela maioria dos autores.

O objetivo principal do presente trabalho é portanto a identificacéo da
origem e da natureza quimica destes efeitos inespecificos ou de matriz, visando
sua eliminag¢do ou minimizagéo para obter uma meihora da qualidade do sistema,
principaimente quanto a sensibilidade do mesmo. Assim, podera ser ressaltado o
verdadeiro potencial dos ensaios radioisotépicos em geral e do IRMA magnético
em particular que, como ja@ observado, freqiientements apresentam um
desempenho limitado por fatores que independem do préprio tragador.

Para esta finalidade utilizaram-se reagentes preparados em nosso
laboratério e ja testados exaustivamente quanto a sua qualidade e desempenho:
um padrdo secundario de hTSH, um anticorpo monoclonal marcado com 125} e
um sistema de fase sdlida magnética acoplada a um anticorpo policional de aita
avidez. Importante foi a escolha dos dois anticorpos (poli e monocional), que
devem apresentar afinidade por sitios antigénicos diferentes na molécula de
hTSH e cuja compatibilidade determina o nivel de ligacdo especifica (24, 59).

Enfim, com estes reagentes e com a utilizagdo de métodos que
diminuam e controlem a ligagdo inespecifica, pretendeu-se obter sistemas IRMA
de qualidade equivalente aos comerciais importados, tentando a0 mesmo tempo
situar o desempenho do nosso sistema magnético otimizado na classificagdo em
geracdes acima mencionada. Juntamente com estas metas, procurou-se também
obter outro resultado de relativamente dificil aicance: uma reprodutibilidade das
baixas porcentagens de ligagSes inespecificas, com conseqiiente
reprodutibilidade da aita sensibilidade obtida ao longo de toda a vida Gtil do

tracador,
COMISZAC MACiCN/ L CE CNERGIA NUCLEAR/SP - IPER
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MATERIAIS

1. Preparagtes de hormdnio humano estimulador da tiredide (hTSH) e de
anticorpos anti-hTSH

- Padriio Internacional de hTSH para imunoensaio (IRP-1) gentilmente fornecido
pelo National Pituitary Program (NPP/NIDDK, Rockville, MD, EUA).

- Anticorpo monocional (mAB) anti-hTSH ulilizado para radiodacio (anticorpo de
detecgiio) adquirido da fima Serono (Woking, Surrey, Reino Unido); codigos das
preparagbes utilizadas: TSH.0182 0002 e TSH.0584 0001.

- Anticorpo policional (pAB) anti-hTSH para preparagio da fase slida magnética
(anticorpo de captura), gentilmente cedido pelo Dr. Alexander Bulatov da
Academia Russa de Ciéncias (Moscow, Rissia).

2. Material radioativo

- Na125| comercial, livie de camegador e oxidantes, forecido pela Nordion
Europe S.A. (Fleurus, Bélgica) em concentracdo de aproximadamente 18,5MBg/pl
(S00uCi/ul).

3. Material para purificagdo do anticorpo monoclonal radioiodado (1281-mAB)

- Sephadex G-150 (40-120um), G-200 (10-40pm) e G-25 (20-80um) adquiridos da
Phamacia-LKB (S#o Paulo, Brasil)
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4. Material para a reagiio de acoplamento do anticorpo i fase sélida

- particula magnética: celulose magnetizada (particulas de Fe304 adsorvidas a
celulose) fomecida comercialmente pela SCIPAC (Sittingbourne, Kent, Reino
Unido), de codigo M174, cuja proporgéio entre celulose e Fe304 é de 75:25, com
tamanho das particulas de 20-40um. -

- Acetona, PA, Merck (Séo Paulo)

- 1-1'-carbonildiimidazol (CDI) e soro-albumina bovina (BSA) da Sigma Chemical
Company (St Louis, MO, EUA)

- Leite desnatado em pd Molico, Nestié (Séo Paulo), composicdo declarada:
gordura (1%), proteinas (36%), lactose (52%), sais minerais (8%), dgua (3%)

5. Outros reagentes

- Azida sédica , cloramina-T (PA), gelatina e triton-X, adquiridos da Merck (Sdo
Paulo)

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

- Metabissulfito de sédio (RP), Carlo Erba (S&o Paulo)

8. Tubos
- Tubos de poliestireno (7,5 x 1,0cm) da Emtel (S&o Paulo)

7. Agitadores rotatirios de tubos ("Rotators")

- Os agitadores foram fomecidos pelo laboratério NETRIA (North East Thames
Region Immunoassay Unit, Londres, Inglaterra).
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8. Separador magnético

- AMERLEX-M (N-4001) da Amersham (Aylesbury, Buckinghamshire, Reino
Unido)

9. Contador

- Contador gama tipo "po¢o” modelo Cobra auto-gamma, com troca automitica de
amostra, da Packard Instrument Company (lllinois, EUA), cuja eficiéncia
aproximada para o 125§ é de 80%.
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METODOS

1. PREPARAGOES DE REFERENCIA E AMOSTRAS CONTROLE DE
QUALIDADE

O padrio secunddrio de hTSH utilizado neste estudo j@ havia sido
preparado e padronizado por Ribela e col., em um estudo inter-laboratorial sobre
sua calibragéo (60). Porém, nos principais testes realizados, utilizou-se um outro
padrdo secundério também de origem hipofisdria obtido do NPP/NIDDK. Esta
Gltima preparacdo na forma liofilizada foi reconstituida como indicado e diluida
nas seguintes concentragbes utilizadas no ensaio: 60; 30; 15; 7.5; 3.0; 0.6 e
0.3mUI/L de hTSH, sendo que a dose zero corresponde ao tamp&o de ensaio. As
concentragSes mencionadas foram confirmadas através de uma recalibrag@o com
o padrdo secundario obtido do laboratério NETRIA, com ¢ qual o nosso
laboratério colabora dentro de um programa da IAEA (Agéncia Internacional de
Energia Atdmica).

Os controles de qualidade das curvas dose-resposta foram 3 pools de
s0ros com os seguintes valores de hTSH, determinados em nosso laboratério:
baixo (CQ-B = 1,38 £ 0,45; n=22), médio (CQ-M = 3,37 £ 0,85; n=22) e aito (CQ-A
= 21,22 £ 3,79; n=22).

2. MARCAGAO E PURIFICAGAO DO ANTICORPO NONOCLONAL ANTI-hTSH

O anticorpo monoclonal anti-hTSH foi marcado utilizando 50ug da
preparagéo em tampdo fosfato 0,05M; pH 7,4, pelo método cldssico de oxidacdo
quimica com cloramina-T (28). Foram utilizados 37MBq (1mCi) de 125! @ 10ug de
cloramina-T no mesmo tamp#io fosfato, num volume fotal de reaglio de 30yl
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completados com tampdio fosfato 0,5M, sendo que a reacio é interrompida apés
30 segundos com a adi¢éo de 10ug de metabissulfito de sédio em 10ul de fosfato
0,05M. As condigbes foram ajustadas para obtencio de um reagente com
atividade especifica ao redor de 15uCi/ug (61).

O produto obtido foi purificado em colunas cromatogréficas de filtragéo
em gel Sephadex G-150 (0,9 x 60cm, fluxo = 3mlh) ou Sephadex G-200 (1,5 x
80cm, flwm = 2mih), sendo que a eluicdo foi realizada com tampdo NaH2PO4
0,05M pH7,4 com BSA 1% e azida sédica 0,1%. A estocagem foi realizada em
diferentes condigdes: produto liofilizado, mantido a -200C ou a 40C.

A qualidade deste tracador j& havia sido testada em um estudo inter-
laboratorial (61) em compara¢do com mesmo o 125|-mAB (anticorpo monocional
radioiodado) marcado pelo laboratorio NETRIA.

2.1. Repurificaglio do tragador

A repurificagdo do tragador foi realizada na mesma coluna Sephadex G-
200 ou em colunas Sephadex G-25 tipo seringa (1,5 x 5,0cm), sendo que esta

Ultima somente elimina o 125| liberado durante a estocagem.

2.2. "Limpeza"” do tragador

Outro tratamento realizado com o anticorpo marcado foi a incubagéo
desse reagente, antes do ensaio, com particulas magnéticas ndo acopladas, para
retirar as moléculas que de alguma forma produzem as ligagdes inespecificas.
Esta operagdio foi definida como um tipo de "limpeza” do 125(-mAB.

Apbés a padronizagio deste método, foram sempre utilizadas as
seguintes condigdes: 50ul de tracador (correspondentes a 5-10 x 108cpm),
adicionado a 2,5mg (50ui) de particula magnética em 400ul de tampdo NazPO4
0,05M pH7.4; azida sédica 0,1%, sob agitagho por um periodo de 4h a




temperatura ambients. A seguiro tracador foi separado por sedimentaciio
magnética e utilizado no ensaio.

2.3. Filtragdo e centrifugacio do tragador

0 125:mAB foi filtrado através de filtro Millipore 0,22um, utilizando
bomba de vécuo da Millipore (Sdo Paulo). '

A centrifugagdo foi realizada numa centrifuga Eppendorf (Hamburg,
Alemanha) modelo 5415C por 30min a 12000rpm (11750g).

3. PREPARACAO DA FASE SOLIDA MAGNETICA

O agente ativador da particula magnética (celulose magnetizada M174)
é o 1-1-carbonildiimidazol (CDI), sendo que este reagente liga-se
covalentemente 4 celulose no procedimento de ativagdo realizado em acetona e
posteriormente a grupos peptidicos da molécula do anticorpo policional anti-
hTSH (16). |

O procedimento de acoplamento foi realizado segundo protocolo da
SCIPAC e do NETRIA (19), introduzindo-se algumas modificages. Por esta
metodologia ser de importincia fundamental para o nosso trabalho, descrevemos
a seguir detalhadamente as trés etapas fundamentais deste procedimento:

a) Etapa de ativa¢do da particula magnética

- agitar o frasco de particulas magnéticas até completa dispersdo das mesmas,
sendo que esta agitagéio pode ser realizada num sistema tipo "rolier” a 30rpm por
30 minutos a temperatura ambients;

- Pipetar imediatamente o volume desejado (20mi=1g);
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- centrifugar por 10min a 1000g e descartar 0 sobrenadante;

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

- centrifugar e repetir esta lavagem com égua;

- completar com acetona para o volume inicial e agitar;

- centrifugar e repetir trés vezes esta lavagem com acetona;

- completar com acetona para o volume inicial e agitar;

- adicionar CDI de maneira que a concentragdo final seja de 0,24moll, uma
modificacio realizada por nés e que corresponde aproximadaments ao dobro da
quantidade 6tima determinada (0,15molL) por Chapman e col. (16), sendo
também diferente das quantidades utilizadas nos protocolos da SCIPAC e do
NETRIA (19);

- agitar por 1 hora a temperatura ambiente;

- centrifugar e descartar o sobrenadante;

- completar com acetona para o0 volume inicial e agitar por S minutos;

- repetir trés vezes esta lavagem com acetona e filtrar em sistema de filtracdio a
vacuo da Millipore (Sdo Paulo) através de filtro de 1& de vidro;

- deixar o sedimento de particula ativada secando "overnight” a temperatura
ambiente.

b) Etapa de acoplamento

- pesar a quantidade desejada de particula magnética;

- adicionar quantidades adequadas do anticorpo e de tampdo borato de sbdio
0,05M, pH8,0. que correspondem a 0,6ml do anticorpo policional (pAB) utilizado
neste estudo e a 14,4mi do tampdo borato para 1g de particula ativada;

- agitar por 72 horas a temperatura ambients;

¢) Etapa de lavagem
- centrifugar por 15 minutos a 1000g, reservando o sobrenadante para posterior
leitura espectrofotométrica do mesmo:
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. adicionar 20mi de etanolamina 0,5M, pH9,5 ao precipitado, no caso de ter sido
utilizado 1g de particula, e agitar por 20 minutos;

- centrifugar e descartar o sobrenadante para cada lavagem realizada;

- adicionar 20mi de tampdo bicarbonato de sodio 0,5M, pH8,0 e agitar por 20
minutos;

- adicionar 20mi do tampiio bicarbonaio com 1% de BSA e agitar;

- adicionar 20mi do mesmo tampédo com 1% de leite desnatado e agilar, sendo
que estas lavagens com adicéio de BSA e de leite foram por nés introduzidas;

- repetir a primeira lavagem com tampéio bicarbonato;

- adicionar 20mi de tampéo acetato de s6dio 0, 1M, pH4,0 e agitar;

- repetir duas vezes esta Ultima lavagem com agitacio de 1 hora cada;

- adicionar 20mi de tampdo fosfato de sodio 0,05M, pH7.4; 0,1% de azida sédica
e agitar por 20 minutos;

- repetir esta Ultima etapa;

- adicionar 0 mesmo tampdo fosfato de sédio com 0,5% de BSA.

A seguir, o rendimento do acoplamento foi determinado ponderaiments
através da liofilizagio de aliquotas provenientes da fase inicial e final do
processo, considerando também a diferenca da leitura espectofotométrica
(A=280nm) do sobrenadante (anticorpo) antes e apés o acoplamento.
Subseqiientemente, a fase sélida obtida foi estocada numa conceniracio de
25mg/mi a 4°C.

A quantidade ideal de fase sélida/tubo utilizada no ensaio foi definida
através da determinacdo das porcentagens de ligacdo correspondentes 3 dose
Zero de hTSH (ligagiio inespecifica ou minima, Bo) e adose de 60 mUI/L (ligaglo
especifica ou maxima, Bgg), 0 que permite o ciiculo da razdo sinal/ruido (Beo/Bo)
um parémetro de qualidade também utilizado por outros autores (47).

A qualidade deste reagente foi comparada com aquela da fase
Magnética produzida pelo NETRIA, que é baseada na mesma matriz M174.




3.1. Lavagem da fase sélida

Um tratamento dispensado i fase sdlida j& acoplada, especiaiments
depois de longos periodos de estocagem, ¢ a sua lavagem com tampdo
NaH2PO4 0,05M pH7,4; NaCl 0,5M; triton-X 0,5%; azida sddica 0,1%, antes de
ser utilizada no ensaio. A fase slida é lavade duas vezes a temperatura
ambiente, sendo a sedimentacdo realizada em im& ou no préprio separador

magnético por 15 minutos. Isto permite a remocio de moléculas do pAB
desacopladas que diminuiriam as ligacdes especificas (83).

4. PROTOCOLO DO ENSAIO

As incubacdes foram realizadas baseando-se no protocolo do NETRIA
(adiiio simuitinea de todos os reagentes) num volume total de 500ul, com
algumas alteragdes. Quando ndo especificado, o protocolo foi o seguinte:
- tampdéo (NaH2PO4 0,05M pH7,4; BSA 1%; tween 20 0,5%; azida sédica 0,1%):
1451,
- padréo e/ou controles: 200p;
- soro equino, comprovadamente sem TSH imunorreativo com o anticorpo
utilizado (WTSH = 0 mUIIL): 25p! (5%);
- 1251-mAB: 50u! com aproximadaments 60000cpm totais;
- fase sélida magnética: 2,0mg/tubn. correspondentes a 80ul para os
acoplamentos utilizados.

Apés permanecer por um periodo de aproximadamente 16 horas
("overnight™ sob agitagdo a temperatura ambiente, a separacéio da fragdo ligada
foi realizada por sedimentagio no separador magnético. Esta fracdo ("pellet”) fai
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|lavada duas vezes com o mesmo tampdo utilizado na lavagem da fase sélida,
contando-se a radioatividade do sedimento num contador de radiagdo gama,
calibrado para detectar eventos simples e em coincidéncia (5). O tempo de
contagem foi de 1 ou S minutos de acordo com o tipo de experimento e a
radioatividade da amostra, no sentido de minimizar os erros principaimente para
doses baixas de TSH (26, 46).

5. CALCULO DE SENSIBILIDADE

Para estabelecer vilidas comparagées com os dados da literatura, a
sensibilidade do sistema foi caiculada utilizando-se trés métodos: dois analiticos

e um funcional.

5.1. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica pode ser calculada pela medida de hTSH
correspondente a multireplicatas (n=20) da dose zero de hTSH, somando-se 2,0;
2,5 ou 3,0DP, como largamente relatado na literatura (29, 48, 74, 76, 80).

Outra maneira freqiientemente utilizada para calcular este pardmetro
(35, 58) é a formulagdo de Rodbard (62), que se baseia em um teste-t ndo
Pareado (p=0,05) realizado comparando-se as resposias relativas 4 dose zero
(ligagdo inespecifica, Bo) e as respostas relativas 3 dose experimental mais
baixa, significativamente diferente da dose zero (no caso, 0,3mUIL). Segundo

Rodbard, a dose minima detectével (DMD) é dada por:
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sendo que:

’ 1
Y. =httes, F+7vl—
o M

s = ‘:‘(No‘l)""sl"(Nl'l)
- N,+N,-2

Ymin = resposta minima detectéve!;

Yo = resposta da dose zero;

tga = tangente da curva em cofrespondéncia adose zero;

t = "t" de Student para nivel de significincia 95% e (No + N1 - 2) graus de
liberdade;

No = nimero de medidas da dose zero;

so = desvio-padrdao das medidas da dose zero;

N1 = nimero de medidas da dose experimental mais babaa;

s1 = desvio-padrdo das medidas da dose experimental mais baixa;

5.2. Sensibilidade funcional

A sensibilidade funcional foi derivada do perfil de imprecisdo obtido com
0 programa para radioimunoensaio (PC/RIA) denominado IAEA-TECDOC-508,
sendo por nés adotada como : dose correspondente a um CV (coeficiente de
variagdo) inter-ensaio igual a 20% (48, 70, 80).



RESULTADOS

1. IDENTIFICAGAO DA LIGAGAO INESPECIFICA

1.1. Estudo do esquema e do tampio de ensaio

Os primeiros experimentos realizados objetivaram o estudo do tempo de
incubac@o a ser utilizado em nossas avaliagbes, incluindo também a influéncia de
algum componente do tamp&o sobre o desempenho do ensaio, especiaimente em
relagio arazdo sinal-ruido. »

Foi realizada uma comparagio entre o esquema de ensaio
convencionaimente utilizado por nés (incubacdo simuitinea de todos os
reagentes durante aproximadamente 16h) e o esquema de incubagio do hTSH +
125|-mAB por 3h com a adi¢do retardada da fase sélida magnética. Este ultimo
reagente foi adicionado por periodos de 0,5 a 3h, sendo que os resultados

encontram-se na tabela |.

TABELA I: Estudo do esquema de ensaio quanto aos tempos de incubagiio

da fase sélida magnética
Incubagdo da fase sélida Bo Beo Beo/Bo
(h) (%) (%)
16 0,19 33,6 177
0,12 18,2 152
2 0,10 15,4 154
0,09 111 123
—_— 0,5 0,08 78 85

Devidoa praticidade de utilizar 0 esquema de 16h ("overnight”) ao invés
de incubar 0 hTSH + 1251-mAB por 3 horas, aumentando o tempo de incubagiio
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da fase solida para mais de 3 horas a fim de se obterem ligacSes especificas
equivalentes as obtidas com o esquema convencional, os experimentos foram
realizados utilizando-se ¢ primeiro esquema. Nos casos em que a obtencido do
resuitado dentro do mesmo dia fosse particularmente necessaria, poderia ser
utilizado o esquema de 2-3 horas de incubacéo da fase magnética, cujos Bgg/Bg
sdo aproximadamente da mesma ordem.

Quanto aos estudos relacionados a composicio do tamp#io, foram
utilizados dois carregadores (BSA ou y-globulina) adicionados ao tampio de base
(NaH2PO4 0,05M pH7,4; tween 20 0,5%; azida sodica 0,1%). O efeito obtido
sobre as ligacGes inespecificas e especificas, quando se utilizou 1% dos
carregadores, encontra-se na tabela Il.

TABELA Ii: Efeito da utilizagiio de diferentes camregadores no tampdio de

ensaio
Carregador Bo Beo Beo/Bo
(%) (%) '
BSA 0,50 346 69
_Y-globulina __0,45 336 75

Devido a BSA apresentar praticamente os mesmos resultados da 7y-
globulina e por possuir um custo inferior, a primeira proteina possiveimente seria
0 carregador utilizado nos nossos estudos.

Paralelamente foi estudado o efeito da variagdo da forga idnica do
tampdo, através da adigdo de diferentes concentragSes de NaCl. Na tabela il séo
apresentados os resultados deste tipo de experimento, no qual foi utilizado como
tampéo de base: NaH2P04 0,01M pH7,4; y-globulina 0,1%; tween 20 0,5%; azida
sddica 0,1%.
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TABELA lii: Efeito da variaglio da forca iSnica do tampdio de ensaio

“NaCl Bo Beo Beo/Bo
M (%) (%)
0 0,80 376 47
0.15 0,62 36.4 59
0,50 0,21 314 150
1 0,07 25,9 370

Neste experimento, verifica-se que a utilizacdo de NaCl 1M deve ser
realizada com cauteia, pois houve uma diminuicdo indesejavel do Bgp, apesar da
melhora consideravel do Bo.

Apb6s uma série de avaliagGes andlogas, nas quais foi estudado tanto o
tipo e a concentragdo do carregador como a forga idnica do tampdo, foi utilizado
um tamp@o composto de NaHoPO, 0,01M pH7.4; NaCl 1M; y-globulina 0,5%;
tween 20 0,5%; azida sodica 0,1%. O desempenho deste tampdo pode ser
visualizado na tabela IV, em comparacéo com o tampdo utilizado pelo NETRIA
(NaH2PO4 0,05M pH7.4; BSA 1%; tween 20 0,5%; azida sédica 0,1%).

TABELA IV: Desempenho de diferentes tampdes

Forca idnica e camregador do Bo Beo Beo/Bo
tampdo (%) (%)

NaH2P0O4 0,05M 0,85 38,6 45
BSA 1%

NaH2P04 0.01M + NaC! 1M 0,62 36,4 59
y-globulina 0,1%

NaH2PO04 0,01M + NaCl 1M 0,23 31,6 137

Y-globulina 0,5%

Apesar dos dados da tabela mostrarem uma melhora significativa do Bo
Para os tampSes com NaCl e y-globulina, a diminui¢do indesejével do Beo
observada foias vezes muito maior, o que comprometeu o emprego destes

tampSes nas avaliagSes posteriores. Portanto, os resultados apresentados neste

| —— ————————eeessseeSE
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yabalho foram obtidos com o tampiio NETRIA.

As condigbes de ensaio, definidas quanto ao tempo de incubagiio e ao
tampéo, foram utilizadas com o objetivo de identificar uma possive! origem da
ligagdo inespecifica (Bg), sendo que os resultados de um primeiro estudo
encontram-se na tabela V. '

TABELA V: Estudo da origem do Bg no IRMA magnético de hTSH

Condicao de incubagiio Bo Beo Beo/Bo
(%) (%)
125}-mAB sem fase sdlida 0,04 0,07 1,7
125|-mAB + fase sélida 1,42 342 24
sem anticorpo
125) + fase sdlida 0,06 0,05 08
125)-BSA + fase sdlida 0,03 0,05 17
125-mAB + fase sélida 1,05 31,3 29.8

Este estudo mostra que o Bg néo é causado pelo 125] livre ou pela 125)-
BSA algumas vezes presentes mesmo apés a purificacéo do tracador, mas sim
exclusivamente pelo 125i-mAB ou um derivado deste e sua interacéio inespecifica
com a matriz magnética, que aparentemente, para apresentar este efeito
indesejado, ndo necessita estar acoplada ao anticorpo de captura.

1.2. Estudo da estocagem e da purificaglio do tragador

Um fator também muito importante é a estocagem do tracador, por isto
foi verificada a infludncia de diferentes condicSes de estocagem do 1251-mAB (a -
20°C, liofilizado e a 49C), sobre as ligagSes inespecifica (Bo) e especifica (Beo)
com o decorrer do tempo (Fig. 1). Na tabela Vi, encontra-se a correlagiio entre

'empo de estocagem e By e Bgo, realizada através de andlise por regressio
linear,
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Fig. 1: LigacOes especificas (. ) e inespecificas (- - - - - ) obtidas com o 125)-

mAB anti-hTSH estocado em diferentes condi¢des

TABELA VI: Corveiagiio entre tempo de estocagem do 125-mAB anti- hTSH e Bg ou

Bgo
Parametro condigdo de inclinagdo  coeficiente de nivel de

estocagem (%/dia) correlacéo significdncia
-200C 0,044 0,9996 P<0,001
Bo Liof. 0,049 0,9987 P<0,001
40C 0,003 -0,6110 ns.’
-200C -0,364 -0,9955 P<0,001
Beo Liof. 0,325 -0,9983 P<0,001
— 40C -0,379 -0,9896 P<0,01

"n.s.= ndo significante

As seguintes conclusdes podem ser tiradas a partir dos resultados
3 obtidos:

= Bo aumenta com o tempo da mesma maneira com o tragador congelado ou

CONISELG ¢ orges T THETGIA NUCLEAR/SP - IPER
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liofilizado, enquanto que a estocagem a 4°C nido parece influenciar a sua
formagdo;
- Bgp diminui aproximadamente da mesma maneira nas trés condicdes de
estocagem avaliadas. No caso do tragador estocado a 40C aparentamente houve
uma instabilidade inicial mais acentuada e uma correlacio menos significativa.
Comc o produto congelado e liofilizado apresentaram comportamentos
semelhantes, prosseguiram-se os estudos sem utilizar este ultimo tipo de
estocagem. Devido a experiéncias anteriores com outros tragadores, observou-se
porém que alteracdes ocorridas com a mesma cinética de reagéio, em produto
congelado ou em forma liofilizada (estocado a 40C), séo geraimente oriundas do
decaimento radioativo, ou seja, de um tipo de rea¢do que nao é influenciada pela
temperatura (4).

O sistema de purificagdo do 125|-mAB foi modificado para que houvesse
uma melhor separacgdo entre este reagente de interesse e os outros componentes
indesejados originados pelo processo de radioiodacdo (formas alteradas do 125{-
mAB, talvez resultantes de um processo de agregacdo e 125|-BSA). Assim, a
coluna de filtracdo em gel utilizada rotineiramente (Sephadex G-150; 0,9 x 60cm,
fluxo = 3,0mih) foi substituida por uma coluna de Sephadex G-200 fino (1,5 x
80cm, fluxo = 2,0ml/h) para resolugdo destas formas de alto peso molecular.

Os perfis cromatogréficos resultantes da purificacdo e repurificagdo,
logo apés a marcagdo, e da repurificacdo na mesma coluna do tragador estocado

a -209C e a 4°C por dois meses, encontram-se nas Fig. 2,34 e 5.
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Fig. 2: Perfil cromatografico da purificacdo em Sephadex G-200 (1,5 x 80cm;
fluxo = 2mih) da mistura de marcacg#o
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Fig. 3: Repurificagio em Sephadex G-200 do 125/-mAB obtido logo apds a
Mmarcacdo, para ser utilizado como referéncia no estudo de estocagem @
calibragcéio da mesma coluna com azul dextran, 1251-BSA e 125}
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Fig. 4: Repurificagdo do tragador em Sephadex G-200 apés estocagem a -20°C,
por dois meses
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Fig. 8: Repurificagdo do tragador em Sephadex G-200 apds estocagem a 4°C,
Por dois meses
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As porcentagens de cada components obtido nos cromatogramas das
Fig. 2, 4 e 5, em conjunto com as respectivas ligagbes inespecifica e especifica,
podem ser observadas na tabela VIl. E importante ressaltar a atividade
imunologica sempre relacionada com o0 agregado, 0 que demostra
inequivocaveimente tratar-s¢ de um derivado de 1251-mAB.

TABELA ViI: Porcentagens, sobre a radioatividade total, dos componentes
obtidos nos cromatogramas e mpocﬁva ligagdes inespecifica

e especifica
Condicdo do tragador componente %docomp. Bp Bgo
(%) %)
logo apds a marcagdo com 125|-mAB agregado 0,8 54 2373
1% de BSA
125]-mAB 92,3 04 276
125|.BSA 0,5 05 65
125§ 32 .
restante 34

apés dois meses de 125l-mAB agregado 13,9 286 134
estocagem a -200C com 1%

de BSA
125|-mAB 54,9 1,1 134
1251-BSA 26 05 21
125| 19,4 —
restante 9,2 —_ -
apés dois meses de 125-mAB agregado 42 05 109
estocagem a 4oC com 1%
de BSA
125|-mAB 49,9 02 1886
125)-BSA 11.4 05 21
125) 233 —_ =
restante 11,2 —

Apés esta série de experimentos, tivemos indicagdes de que as
ligagSes inespecificas sfo provaveiments devidas 3 presenca de formas

agregadas de 125|-mAB.
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Foram realizadas avaliacies andlogas para estudar uma possivel
influéncia da presenca de BSA durante a estocagem do tracador, no sentido de
impedir a formacio do agregado de 1251-mAB. Nestes experimentos, o anticorpo
monocional anti-hTSH foi radiciodado na ausdncia de BSA e purificado na coluna
de Sephadex G-200, sendo o produto estocado nas seguintes condigoes:

a) -200C sem BSA;
b) 40C sem BSA;
c) -20°C com 1% de BSA;
d) 4oC com 1% de BSA.

Apés estocagem por 30 dias nestas condicdes e repurificacio na

mesma coluna, foram obtidos os cromatogramas apresentados nas Fig. 6-10.
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Fig. 6: Perfil cromatogréfico em Sephadex G-200 (1,5 x 80cm; fluxo = 2mih) da
mistura de marcagdio purificada na auséncia de BSA
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| Fig. 7: Repurificagio do tracador em Sephadex G-200 apds estocagem a -200C
sem BSA, por 1 més
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Fig. 8: Repurificagio do tracador em Sephadex G-200 apés estocagem a 40C
sem BSA, por 1 més
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Fig. 9: Repurificagdo do tragador em Sephadex G-200 ap6s estocagem a -200C
com 1% de BSA, por 1 més
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Fig. 10: Repurificagdo do tracador em Sephadex G-200 ap6s estocagem a 40C
com 1% de BSA, por 1 més

Na tabela Viil, encontram-se as porcentagens de cada componente
obtido nestes uitimos cromatogramas.
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TABELA Viil: Porcentagens, sobre a radicatividade total, dos componentes
obtidos nos cromatogramas do 125-mAB radioiodado na
ausdncia de BSA e estocado sob diferentes condicdes

Componente % m;mmn:“” -200C 49Csem -20°Ccom 4°C com
marcacio semBSA  BSA BSA BSA
125]-mAB 0,3 6,9 0 6.8 1.9
agregado .
125{-mAB 77,0 75 38,5 51,2 47,7
1251-BSA 0 0 0 49 17,6
125) 9,9 55,0 35,1 223 24,0
restante 12,8 30,6 284 14,8 88

Na auséncia de BSA ocomre um "espalhamento”™ dos componentes
radioiodados pela coluna, fato este observado tanto pela visualizacdo dos
cromatogramas obtidos nesta condi¢do (Fig. 6-8), como quando se compara as
mrunﬁgms das fragcbes eluidas em posicGes ndo caracteristicas dos
componentes conhecidos (identificadas nas tabelas VIl e VIll como fracdo
restante). Este fendmeno pode ser observado nas marcagdes realizadas na
presenca de BSA (tabela VIi: fragdio restante = 3,4%) e na auséncia de BSA
(tabela VIil: fragdo restante = 12,8%), ou comparando-se estas fragdes na tabela
VIl para as diferentes estocagens realizadas, onde as mesmas s&o maiores para
as estocagens realizadas na auséncia de BSA (30,6 e 28,4%) do que na
presenca de BSA (14,8 e 8,8%).

Devido a este "espalhamento” dos componentes pela coluna, torna-se
dificil a caracterizagdo adequada dos mesmos. Apesar desta dificuldade,
observa-se principaimente na estocagem a -200C uma infludncia determinante da
acdo protetora da BSA, pois na auséncia desta ocorre uma destruigio quase
completa do 1251-mAB apés 1 més da marcacdo, restando apenas 7,5% do
mesmo, sendo que a maior parte da radioatividade é liberada na forma de 128)
(55,0%).

:———
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Poroutmlado.foinodmﬂeveriﬁcadaarelaﬁoemreestocagema-
200C e formagdo do 125|-mAB agregado, cujas porcentagens foram de 6,9 e 6,8%
sem e com BSA respectivamente, ou seja, maiores que as obtidas na estocagem
a 4oC. 0 e 1,9% sem e com BSA respectivamente. Portanto, néo ficou
demonstrada nenhuma influéncia da BSA sobre a formagéio do agregado de 125)-
mAB.

Conseqiientemente, tendo sido comprovado c;ue a forma agregada de
125)-mAB aumenta as ligagdes inespecificas, foram em seguida realizados virios
experimentos utilizando diferentes recursos, com o objetivo de diminuir a
presenca ou a influéncia de tal componente.
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2. MINIMIZAGAO DA LIGAGAO INESPECIFICA

2.1. Repurificacio do tragador

Numa anilise inicial do tragador repurificado apés estocagem a -20°C
por 27 dias, foram obtidas as porcentagens de ligacio de Bg e de Bgo
relacionadas na tabela IX.

TABELA IX: Comportamento do tragador estocado a -209C por 27 dias, apés

repurificaciio em Sephadex G-200
Condigdo do tracador Bo Beo Beo/Bo
(%) (%)

tracador recém-marcado 0,20 374 187
tracador com 27 dias de 1,54 28,7 17
estocagem

4 dias apés repurif. 0,67 32,4 48

5 dias apés repurif. 0,70 333 48

7 dias apds repurif. 0,80 34,4 43

A repurificagdo do tragador é bastante efetiva, ndo somente pelo fato de
diminuir o0 Bp, mas também por restabelecer os valores de Bgo. Os niveis de Bg
porém ndo chegam a valores muito baixos e voltam em breve tempo aos niveis

originais.

Foram ainda realizadas incubagdes das fragSes eluidas
correspondentes ao 1251-mAB para verificagdo do comportamento das ligagbes
especificas e inespecificas. Na Fig. 11, encontra-se o perfil obtido na
repurificacdo em Sephadex G-200 (2,5 x 50cm; fluxo=12mih) de um tragador
estocado a -200C por 38 dias, juntamente com uma representacio das
porcentagens de Bo @ de Bgo obtidas com a utilizagdio das respectivas fragdes.
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Fig. 11: PwlammmmmeGM(szmm
fluxo=12mih) apés estocagem a -200C por 36 dias, com representacio das
porcentagens de Bg e de Bgp obtidas para as respectivas fragdes de 125|-mAB
incubadas

Neste estudo, toma-se claro que o melhor desempenho do sistema
corresponde as incubaces das fracées centrais do pico de 125|-mAB, onde séo
obtidas as ligagdes inespecificas mais baixas ¢ as especificas mais altas. Mais
uma vez é evidente que as ligagdes inespecificas se encontram na regido de alto

peso molecular.




2.2. "Limpeza” do tragador

O efeito da incubagdo prévia do tragador com a matriz magnética néo
acoplada (definida por nés como “limpeza") foi iniciaimente estudado com o 125)-
mAB estocado a  -200C por 16 dias. Esta primeira incubacdo foi realizada sem
uma padronizagio prévia, sendo que as condicdes de "limpeza” escolhidas
aleatoriamente foram as seguintes: 50yl do tracador + 5mg da particula
magnética ndo acoplada (100pl) + 350! de tampdo NaH2PO4 0,05M ph7.4;
azida sédica sddica 0,1%; incubados por 16 horas ("ovemight™) a temperatura
ambiente, sob agitagdo. Os resultados obtidos encontram-se na tabela X.

TABELA X: Efeito da"limpeza” do tracador estocado a -20°C por 16 dias

Condigdo de incubagdo Bo Beo Beso/Bo
do tracador (%) (%)

sem "limpeza" 1,2 34,7 29
com "limpeza” 0,2 33,8 168

Observa-se que este processo de "limpeza” do tracador pode ser de
grande utilidade, pois houve uma diminuicdo acentuada do Bo e uma manutengéo
do Bgo, com a utilizagdo de uma operagdo extremamente simples e pratica.
Portanto, foi realizada uma padronizagdo do método, visando principalmente
economia de particula magnética ndo acoplada e do tempo gasto nesta etapa.

Para a padronizagéo, utilizaram-se 50pl de um tragador estocado a -
200C por 22 dias, sendo iniciaimente avaliada a quantidade de particula
magnética utilizada (tabela XI).

carrcin N LEAR/SP-IPER
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TABELA Xi: Influincia da quantidade de particula magnética utilizada na

“limpeza” do tragador

Condiciio de incubagao do tracador Bo Beo Beo/Bo
(%) (%)

sem "limpeza” 1.52 325 21

"limpeza" com 1mg de particula magnética 0.85 296 35

"impeza® com 25mg de particula 0,59 286 48

magnética

"limpeza" com S5mg de particula magnética 0,42 25,2 60

"impeza® com 10 mg de particula 024 15,6 65

magnética

Além da diminui¢ao do Bg em conjunto com a manutencdo do Bgp, @
economia de particula magnética foi também considerada como um fator de
grande importincia. Portanto, decidiu-se utilizar 2,5mg de particula magnética
para a "limpeza” do tragador.

A seguir, foi estudado o parametro "tempo de limpeza” com o 125|-mAB
anti-hTSH estocado a -200C por 28 dias (tabeia XII).

TABELA Xii: influéncia do "tempo de limpeza” do tracador

Condigdo de incubagdo do Bo Beo Beo/Bo
tracador (%) (%)

sem "limpeza” 1,56 28,7 18
"limpeza” por 2h 0,73 28,1 as
"limpeza” por 4h 0,69 279 40
"limpeza” por 6h 0.67 28,7 40
"limpeza” por 8h 0,64 26,4 41
"limpeza” por 16h 0,56 25,8 46

A partir deste experimento, ficou padronizada a utilizagdo de 4h para a
"limpeza" do tracador, visto que num curto periodo de tempo foi obtida uma



considerdvel diminuigdo do Bg sem alteragdo significativa do Bgg.
A quantidade de tragador utilizado na "limpeza" foi outro fator estudado
(tabela Xiil), com um 125|-mAB estocado a -200C por 28 dias.

TABELA XIli: Influéncia da quantidade de tracador utilizado na "limpeza”

Condicio de incubagdo do Bo Beo Beo/Bo
tracador (%) (%)

sem "limpeza” 1,56 28,7 18
"impeza” com 50pl de tragador 0,45 26,5 59
"limpeza" com 100pl de tragador 0,58 28,7 48
"limpeza” com 250ul de tracador 0,73 27.4 38

Neste experimento observa-se a existéncia de uma quantidade ideal de
tracador, que deve ser utilizada para que o sistema apresente o melhor
desempenho. Para o nosso esquema, a quantidade 6tima foi de 50’" de tragador,
que em geral correspondem a 5-10 x 106cpm.

Foi também estudada a composicdo do tampdo empregado durante a
"limpeza”, quanto 2 presenca de BSA, pH e forga idnica do mesmo. Os resultados
deste estudo encontram-se na tabela XIV, onde foi utilizado um tragador
estocado a -200C por 34 dias.

TABELA XIV: Escolha do melhor tampéo de "limpeza”

Tampdo utilizado na "limpeza” Bo Beo Beo/Bo
(%) (%)

sem "limpeza” 1,57 25,5 16

NaH2PO4 0,05M pH7,4 0,61 244 40

NaH2PO4 0,05M pH7,4; BSA 1% 1,13 258 23

NaH2PO4 0,05M pH8,0 0,74 24,9 34

NaH,PO4 0,05M pH7.4; NaCl 1M 1,29 24.8 19

obs: os tampdes contdm azida sddica 0,1%
Apds a escolha do tampdo NaH2PO4 0,05M pH7,4; azida sddica 0,1%
em conjunto com as meihores condicdes obtidas (S0l de tragador + 2,5mg de
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partiwlamagnétiea+400yldotampio. incubacdo sob agitagio por 4h a
temperatura ambiente), foi realizada a "limpeza" de um tragador estocado a 40C
por 4 dias. O resultado obtido apés a padronizacio deste procedimento é
apresentado na tabela XV.

TABELA XV: Efeito da “limpeza” do tragador estocado a 40C por 4 dias

Condi¢do de incubagao do tracador Bo Beo Beo/Bo
(%) (%)

sem "limpeza” 0,26 34,1 131

com "limpeza” 0,16 33,7 211

Portanto, a "limpeza” do tragador foi efetiva mesmo quando o 1251-mAB
é recém-marcado (4 dias) e estocado adequadamente (40C).

2.3. Adigdio de soro

Nas avaliagdes realizadas para identificar a origem e natureza quimica
da ligagdo inespecifica, foi propositaimente omitida a adigdo de soro na
incubagdo para eliminar interferéncias que mascarariam os resultados.

Considerando que a utilizagdo de soro ocorre aleatoriamente na
literatura, sendo empregado em concentragdes que variam bastante ou até sendo
omitido, a influéncia deste componente sobre o desempenho do ensaio foi
primeiramente estudada (tabela XVI) com o tragador estocado a -20°C,
utilizando-se 20% de soro eqiiino (100pl num volume total de incubagido de

SOOPI, como na rotina laboratorial).
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TABELA XVI: Estudo do efeito da adigio de soro com tragador estocado a -

20°C por 16 dias
Condigdo de incubacdo Bo Beo Beo/Bo
(%) (%)
sem Soro 1,20 34,2 29
com Soro 0,12 246 205

O resuitado obtido indica que ha um efeito .extremamente positivo do
soro quanto 3 diminuigio do Bo, mas a simultidnea diminuicdo indesejivel do Beo
fez com que nos realizissemos esta adicio com cautela. Uma possivel
interpretagio deste fendmeno parece ser a seguinte: 0 300, na sua enorme
heterogeneidade, contém moléculas que competiriam com o 125-mAB agregado
para ligarem-se inespecificamente a matriz magnética, diminuindo as ligacOes
inespecificas; a0 mesmo tempo outras moléculas competiriam com o mesmo
tracador pela ligagdo ao hTSH, diminuindo as ligagoes especificas (32).

Apods a decisao de que a melhor condigdo de estocagem do tragador
seria a 40C, utilizou-se esta condicdo para a realizagdo de um estudo com virias
concentragbes de soro (tabela XVii).

TABELA XVII: Variagdo da concentragdo de soro no ensaio com tragador

estocado a 4°C por 4 dias
% de soro Bo Bso Beo/Bo
(%) (%)
0 0,26 34,1 131
1 0,20 324 162
5 0,14 324 231
10 0,14 30,5 218
20 0,12 27,4 228

A partir deste ensaio, ficou padronizado que a concentragdio de soro por
nés utilizada nas curvas dose-resposta de hTSH seria de pelo menos 5%.

— —
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2.4 Combinacio de diferentes métodos utilizados para diminuir a ligagio
inespecifica

A combinagio dos tratamentos dispensados ao tracador (repurificagdo
e "limpeza®) em conjunto com a adigio de soro, proporcionou um aumento do

desempenho do sistema IRMA magnético, principalinente quanto as ligacGes
inespecificas, como pode ser observado pela tabela XVill.

TABELA XVIi: Combinagio de diferenties tratamentos realizados para diminuir o Bp
Condicdo do tragador Bo Beo Beo/Bo
(%) (%)
somente repurif. 0,80 44 - 43
repurif. + "limpeza” 0,30 35,9 120
repurif. + soro 0,03 256 853
repurif. + "limpeza” + soro 0,01 27,1 2710

obs: tracador estocado a -200C por 27 dias; repurificacio na coluna de Sephadex G-200

E necessidrio ressaltar que o alto valor de Bgo/Bg obtido com Bg=0,01%
ndo reflete um desempenho correspondente. De fato, abaixo de Bg=0,05%
(aproximadamente 30cpm) achamos estes valores muito aleatérios, resuitando
numa razdo sinal-ruido desproporcionadamente alta.

2.5, Filtragéio e centrifugagéio do tracador

Considerando que as ligagcSes inespecificas parecem estar
relacionadas com uma forma agregada de 125/-mAB, a filtragdo e a centrifugacdo
do tracador foram utilizadas para tentar diminuir a influéncia destas formas e ao
mesmo tempo demonstrar a hipétese sugerida.

Afiltraglio através de membranas Millipore, de um tragador estocado & -
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200C por 32 dias resultou numa consideravel diminuicdo do Bg, como mostra a
tabela XIX.

TABELA XIX: Efeito da filtracéo do tracador

Tragador Bo Bso Beo/Bo
(%) (%)

nao filtrado 1,80 346 19

filtrado 0,72 310 43

Quanto a centrifugacdo do 125|-mAB, os resultados obtidos encontram-
se na tabela XX, sendo que foi utilizada uma preparacio estocada a -200C por 42

dias.

TABELA XX: Efeito da centrifugacio do tracador

Tragador Bo Beo Beo/Bo
(%) (%)

nao centrifugado 2,16 244 11

centrifugado” 1,95 246 13

“utilizag&o do sobrenadante

Devido a dificuldade de demonstrar a significdncia desta limitada
diminuicdo de Bp apresentada na tabela, o ensaio foi repetido trés vezes,
obtendo-se sempre um decréscimo do Bp da mesma ordem (9,7%, 10,3%,
11,2%). Este procedimento ndo foi utilizado posteriormente na construgdo das
curvas dose-resposta, por ndo ser tdo efetivo quanto os demais métodos. O
mesmo vale para a filtragdo através de membrana Millipore que resultou também
em maior instabilidade do tragador quanto as ligagSes especificas. Contudo, os
dois tipos de experimento contribuiram para reforcar a hipétese da ligagdo
inespecifica ser produzida por uma forma agregada do tragador.
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26. Saturacio da fase sélida durante o acoplamento e sua posterior
lavagem

Com a adicdo de BSA e de leite, durante a lavagem da fase solida
magneética, verificou-se um efeito de saturacio da mesma com consequente
diminuigio do Bg. Na tabela XXI, pode-se observar o efeito dessa lavagem,
quando se utilizaram 2mg/tubo de fase sélida.

TABELA XXI: Efeito da saturacho da fase sélida com BSA e leite

Acoplamento  saturacdio da fase Bo Beo Beo/Bo
solida (%) (%)
1 sem BSA/leite 0,78 29,5 38 .
com BSA + leite 0,17 28,3 166
2 com BSA + leite 0,25 38,2 153
somente BSA 0,67 38,5 57
somente leite 0,24 36,4 152

De acordo com os dados obtidos, concluiu-se que as proteinas do leite
sdo efetivamente as responsaveis pelo maior efeito de saturagio da fase solida. .
Assim, a lavagem com BSA e leite foi introduzida como procedimento de rotina na
preparagdo da fase sdlida.

Quanto 3 lavagem da fase sélida antes do ensaio, esta tem como
finalidade a remogdo de moléculas de anticorpo integras ou ndo, que
desacoplam-se da matriz magnética, principaiments quando este reagente é
estocado por longos periodos apés o acoplamento. Com a lavagem, verifica-se
um aumento do Bgg (tabela XXII).
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TABELA XXii: Estudo da lavagem da fase sélida magnética (FSM)

tragador
Bo Beo Beo/Bo Bo Bso BeoB
(%) (%) (%) (%) o
tragcador com 21 dias 0,18 27 126 0,12 30.8 257
estocado a -200C
tragador com 36 dias 0,18 18,9 105 0,25 273 109
estocado a -200C ’

tracador com 36 dias 0,05 16,8 338 0,08 235 293
estocado a 40C

obs: incubagdes realizadas com adicio de 20% de soro




53

3. OBTENGAO DE CURVAS DE hTSH ULTRA-SENSIVEIS UTILIZANDO UM
SISTEMA OTIMIZADO

_Durante os estudos relativos i ligac3es inespecificas, foram realizadas
viérias curvas dose-resposta em duplicata (n=2) ou quadruplicata (n=4) das doses
zero e 0,3 mUIL de hTSH, sendo as demais doses de padrio e os controles
utilizados em duplicata. Alguns exemplos das condicSes utilizadas e dos
parimetros obtidos podem ser observados na tabela XOCIH.

TABELA XXiii: Condigdes utilizadas e alguns par@metros relativos a
exempios de curvas dose-resposta

Ensaio Condicdes Bo Beo inclin. inicial sensib."1
(%) (%) (cpm x L/mUI) (mUIL)
1 tracadorcom38 147 236 225 0,87
dias
1 repurificagio+ 002 26,0 205 0,08
"limpeza® + soro
2 tracadorcom9 085 353 582 0,14
dias
2 "limpeza® +soro 004 222 293 0,31
3 tracadorcomS5 1,17 304 417 0,13
dias
3 SOro 005 226 455 0,02

*1- céiculo utilizando n=2 (1/1'e 22") e n=4 (3/3) replicatas das doses zero e 0,3
mUI/L, de acordo com a definicdo de Rodbard
obs.: as incubagSes 1', 2’ e 3' foram realizadas com adigdo de 20% de soro

Nestes experimentos, os tracadores ainda estavam sendo estocados a -
209C, o que explica os valores altos de Bg obtidos.

A sensibilidade fi calculada apenas pelo método de Rodbard, utilizado
rotineiramente no laboratério até o presente momento. Os resultados indicam que
este pardmetro parece ser diretaments influenciado por Bg baixos. Um exemplo
deste fato sio os valores de sensibilidades obtidos de 0,08 e 0,02mUI/L de hTSH
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correspondentes a Bg de 0,02 e 0,05% respectivamente. Uma excec¢do é o ensaio
2. onde provaveimente o baixo niumero de replicatas (n=2) utilizado e uma
inexplicavel queda da inclinagdo inicial comprometeram a sensibilidade.
Consequentemente, foram programadas outras avaliagGes relativas “a
sensibilidade do sistema, nas quais procurou-se manter a ligagdo inespecifica
nos menores valores possiveis, através dos métodos ja descritos .

Nos ensaios seguintes, as curvas foram constn;idas com multireplicatas
(n=20) das doses zero e 0,3 mUUL de hTSH. A finalidade principal foi obter dados
suficientes que possibilitassem a comparagdo da sensibilidade do nosso IRMA
magnético com os melhores sistemas magnéticos descritos , com outros ensaios
de segunda geragio ou mesmo com sistemas ndo isotopicos de terceira geragdo.
Em todos estes sistemas, os valores declarados foram calculados a partir de
multireplicatas, como relatado na literatura, apesar de na prética laboratorial
serem normalmente realizados em duplicata.

Assim, a repurificagdo e "limpeza"do tragador, a adicdo de soro (5%) e
a lavagem da fase sdlida foram empregadas quando necessério, de acordo com o
decaimento radioativo do tragcador e o conseqiente aumento do Bp A
repurificacdo do tracador foi realizada em Sephadex G-25, devido a maior
praticidade e rapidez deste sistema de purificagdo, quando se deseja apenas
separar o 125I-mAB do 125] que vali sendo liberado durante a estocagem,
aumentando assim as ligagdes especificas, enquanto as inespecificas sdo
suficientemente reduzidas com os outros tratamentos.

Na tabela XXIV, podemos observar as sensibilidades obtidas com
fracadores que apresentam diferentes niveis de Bo. Nos ensaios 1-4 foram
utilizados os métodos para diminuir o Bg (sistema otimizado), nos quais a
preparagdo de 125-mAB foi sempre a mesma estocada a 40C por 60 dias.
Enquanto nos demais ensaios (5-8 e 9-12) esses métodos néo foram utilizados
(sistema ndo otimizado) e as ligag3es inespecificas maiores foram devidas as

diferentes condigSes de estocagem das preparagdes de tragador.
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TABELA XXIV: Sensibilidades obtidas com tragadores que apresentam

diferentes niveis de Bo
Ensaio Bg Bo inclin. inicial  sensib.funcional sensib. analitica
(%) (cpm) (cpmxLmn) (mUIL)" (mun.)
A2 B=3

1 0,09 553 667 0,024 0,008
2 0,10 624 550 0,018 0,008
3 006 386 508 0,05 - 0,018 0,009
4 0,09 688 516 0,030 0,012
5 0,38 218 356 0,096 0,053
6 045 294 557 0,048 0,016
7 065 420 576 0,27 0,072 0,021
8 0668 422 486 0,072 0,021
9 088 714 530 0,096 0,033
10 1,13 832 397 0,240 0,079
11 1,11 724 526 0,48 0,144 0,048
12 1,0 582 417 0,120 0,034

*1-cdiculo utilizando CV=20% obtido do perfil de imprecisdo inter-ensaio (n=4)
para cada nivel de Bo avaliado

*2-célculo realizado utilizando n=20 replicatas da dose zero de hTSH + 2DP
<3-céiculo realizado utilizando n=20 replicatas das doses zero e 0,3 mUIL de
hTSH, de acordo com a definicio de Rodbard

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

para os sistemas otimizado e ndo otimizados é mostrado na Fig. 12.
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Fig. 12: Exemplos de curvas dose-resposta para IRMA de hTSH obtidas para os
sistemas otimizado ( ensaio 3) e nao otimizados (- - - - - - - ensaio S e
........... en’aio 1 1)
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Os pertfis de imprecisio inter-ensaios (n=4) obtidos a partir das curvas
dose-resposta, que apresentam diferentes niveis de Bg, utiizando replicatas
intra-ensaio n=2 séo mostrados na Fig. 13.

CV(*%)

15

10

Dose(mUIL)

Fig. 13: Perfis de imprecisdo obtidos a partir das curvas dose-resposta relativas a
diferentes niveis de B, utilizados para o célculo da sensibilidade funcional do
sistema. Ensaios 1-4 (. ), ensaios 5-8 (------- ) @ ensaios 9-12 (---------- )

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

TABELA XXV: Valores obtidos para as amostras controle de qualidade nos
vérios ensaios realizados com diferentes niveis de

Ensaios cQ-B:CV cQ-M:CV CQ-AxCV
14 18+ 53 36 57 233+ 73
5-9 112223 31£132 228+ 148
9-12 031612 22+ 79 235+ 1,7

De acordo com os intervalos determinados para esses poois (ver
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Métodos), verifica-se que ndo é possivel determinar o CQ-B nos ensaios com By
mais elevados (9-12). Nestes mesmos ensaios, o CQ-M também ndo pode ser
determinado confiaveimente, pois se encontra muito préoximo do limite inferior do
intervalo de trabalho fornecido pelo perfil de imprecisao.

Com a realizagdo deste tipo de estudo, ou seja, curvas em
multireplicata, séo evidenciadas vantagens da utilizacdo do sistema otimizado.
Na Fig. 12, a comparacgdo entre as curvas dose-resposta, permite observar que
existe uma inclinagcdo maior entre as doses 0 e 0,3mUIL de hTSH na curva
otimizada, o que resulta diretamente numa maior possibilidade de discriminagéo
entre valores baixos de hTSH. Como sabemos, a inclinagdo esta diretamente
relacionada com o célculo da sensibilidade pelos métodos analiticos que utilizam
multireplicatas da dose zero *2DP ou pela formulagio de Rodbard.
Conseqlientemente, o sistema é reprodutiveimente mais sensivel, como pode ser
cbservado na tabela XXIV.

Uma comparacgio entre os ensaios 1-4 e os demais mostra claramente a
importancia de manter-se niveis baixos e reprodutiveis de ligagdes inespecificas,
juntamente com a manutencdo da inclinagdo inicial da curva, para que os valores
de sensibilidade analitica permanegam praticamente constantes, mesmo com a
utilizagdo de um tragador de até 60 dias de idade. A este respeito é importante
ressaltar que os primeiros 4 ensaios foram realizados com o0 mesmo tragador
respectivamente com as seguintes idades: 11, 24, 31 e 60 dias.

Outro dado importante mostrado pela Fig. 13 & o maior intervalo de
trabalho obtido com a curva otimizada, principaimente com relagdo as doses
baixas de hTSH. A conseqiiéncia principal deste fato é que a sensibilidade
funcional do sistema otimizado é pelo menos 5-8 vezes maior, com relacdo

aquela apresentada pelo sistema néo otimizado.
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DISCUSSAO

A existéncia de reage.ntes marcados que se ligam inespecificamente ja
foi mencionada para sistemas imunoradiométricos baseados na utilizacéo de uma
fase sélida como sisterna de separacio (34) e mais recentemente para o caso de
tragadores ndo isotpicos (40). A natureza quimica desta forma alterada nio foi
descrita e, de acordo com os nossos dados, foi identificada uma forma de 125-
mAB agregado, que foi parciaimente separada do pico principal de 125-mAB com
a utilizagdo de um sistema de purificaciio baseado em Sephadex G-200.

Na Fig. 1, podemos observar que a cinética da ligagcdo especifica
resuitou em curvas cujas inclinacdes sio anilogas, mesmo quando o produto &
estocado em condicoes diferentes de temperatura ou estado fisico. Este fato
sugere ftratar-se de um tipo de alteragdo relacionada com o fendmeno do
decaimento radioativo, como foi mostrado para outros tipos de tragadores (4). No
caso da cinética da ligacdo inespecifica, uma inclinagdo analoga e de sinal
contrario foi obtida para o produto estocado em forma congelada ou liofilizado,
surpreendentemente ndo mostrando nenhuma correlagao com o tempo quando o
produto foi estocado a 4°C.

O mesmo tipo de experimento realizado para verificar uma possivel
influéncia da BSA sobre a formagdo do agregado de 125|-mAB, fomeceu
indicagdes de que a presenca de BSA nao influi na formagdo deste componente
indesejavel, tanto quanto a temperatura de estocagem. A BSA mostrou-se
determinante somente com relagdo 3 protegdo do tragador estocado na forma
congelada, confirmando resultados obtidos anteriormente (4). A estocagem a
40C, com ou sem BSA, seria a0 nosso ver determinante no sentido de permitir
uma maior mobilidade molecular em solugdo, impedindo a agregagdo ou
facilitando a desiodagdo do components indesejado. Nesta situagdo, a BSA teria
fungdo de carregador de 125/ ou de fragmentos marcados, reduzindo assim &
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porcentagem de 125 livre, como mostram as tabelas Vil e Viil. Conseqtiéncia
deste estudo, além dos resultados mencionados sobre uma possivel identificacdo
fisico-quimica das ligagdes inespecificas, foi a comprovagdo de que a meihor
condicdo de estocagem é a 4°C. Hunter e col. (34) declararam uma maior
retencio de atividade imunologica para um mAB radiciodado anti-
alfafetoproteina, quando o mesmo foi mantido a 40C em comparagdo com o
tracador estocado a -200C, -800C ou Iioﬁlizado.Comra.riamente aos resultados
apresentados por estes autores, em nossas condicoes, a -20°C nao ha perda de
atividade imunoldgica do tragador, mas sim um claro incremento das ligacbes

inespecificas.

ldentificada a possivel origem e natureza quimica da ligacdo
inespecifica e prosseguindo com o estudo de métodos que pudessem diminuir e
controlar este fendmeno, foram encontradas maneiras bastante efetivas e
praticas para este propdsito, sendo que algumas, como a repurificacdo do
tragador, sdo comumente utilizadas para que o mesmo possa ser empregado por
um periodo maior de tempo. A este respeito os dois tipos de repurifica¢do,
utilizados por nés, tiveram mais uma funcdo coadjuvante. A pratica e répida
repurificacdo na Sephadex G-25 ajudou somente na eliminagdo do 125| livre, sem
influenciar a ligagdo inespecifica. A mais trabalhosa repurificacdo na Sephadex
G-200 de aita resolugdo foi utilizada somente para tracadores mais antigos,
melhorando as ligagcGes especificas e inespecificas, mas ndo sendo suficiente

para alcangar os niveis de Bg por nés juigados necessarios.

O processo de "limpeza” do tragador mostrou ser de grande utilidade,
pois observou-se uma diminuicd> apenas do Bp e manutengdo do Beo, 0 que
acamreta uma melhora significativa da razdo sinal/ruido. Sua utilizagéo também
resultou ser prética, rapida, de custo acessivel e de aplicagdo universal.
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A adigao de soro também foi otimizada no sentido deste componente
ser sempre empregado, mesmo em concentracdo limitada, na curva dose-
resposta. A presenca de uma matriz sérica esta relacionada com a minimizagéo
dos efeitos inespecificos ou de matriz, que causam diferencas intrinsecas entre
as respostas correspondentesas doses da preparagao de referéncia e as obtidas
para as amostras desconhecidas (23, 42, 46).

A utilizagdo de soros de origens diferentes, como eqiiina, humana,
bovina ou porcina, é relatada em alguns sistemas comerciais (7, 25, 31, 47, 56,
5§8), também podendo ser realizada a diluicdo dos padries nas mesmas matrizes
séricas (46, 51, 70, 71, 83). Porém, em outros esquemas ndao é mencionada a
adi¢do de soro (30, 35, 43, 53, 61), principaimente em protocolos de ensaios de
hTSH em papel de filtro para determinar hipotireoidismo congénito (3, 15, 78, 79).
Nestes uitimos, pode-se considerar que o soro esta praticamente ausente, como
por exemplo no caso de utilizar-se um disco de papel de filtrb de 3mm de
didmetro, o que corresponde a aproximadamente 2,91l de sangue (3).

A utilizagdo deste recurso demonstrou-se extremamente eficiente e s6
nédo pdde ser empregado mais amplamente e em maior concentragdo por ter-se
observado, as vezes, uma enorme queda nas ligagdes especificas, nem sempre
reprodutivel. Além disto, a utilizagdo de diferentes tipos de particulas magnéticas,
mostrou-nos que esta variagdo esta também relacionada com o tipo de fase
sdlida e pode levar a uma redugdo ainda maior das ligagOes, com completa

inutilizagdo do sistema.

A saturacdo da fase sélida com proteinas do leite foi outro recurso
utilizado para diminuir o Bg e resultou numa significativa melhora da qualidade do
reagente magnético. Este tipo de saturagdo foi também empregado em sistemas
imunoquimioluminescentes em placas recobertas com avidina, para a mesma
finalidade (11), sendo que a adicdo de uma etapa de saturacdo da fase sélida
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com soro possibilitou a introducio da quarta geraciio de ensaios para o hTSH
).

Os resultados obtidos no acoplamento saturando com proteinas do leite
fomeceram outro instrumento valiosissimo, de baixo custo e de simples
aplicagiio: a eficiéncia de saturacio muito superior aqueia apresentada pela BSA
indica possibilidades de aplicagio também em outros sistemas.

O estudo sobre a identificacdo e a minimizagdo da ligacio inespecifica,
relacionado com a maneira de estocar o tracador @ com todas as otimiza¢Ses do
sistema para diminuir a influéncia negativa deste componente indesejivel sobre a
sensibilidade do ensaio, demonstrou que o mesmo pode ser diminuido e
controlado, com conseqiiente mehora no desempenho do IRMA magnético (19,
47, 61). No presente trabalho, foram obtidos niveis reprodutiveis de ligacGes
inespecificas, que podem ser mantidos sempre <0,1% (<70cpm), um resultado
somente descrito na teratura para um  sistema  magnético
imunoquimioluminescente da Ciba-Coming (12, 13), aumentando assim a razdo
sinal-ruido para valores acima de 300-500. Ao nosso ver, foi somente com
valores de ligagdo inespecifica deste nivel que foi possivel alcancar a mesma
sensibilidade para o hTSH de 0,02mUI/L mencionada anteriormente para o IRMA
magnético também da Coming.

O resultado que melhor comprova a qualidade do nosso sistema
otimizado é sua sensibilidade funcional de aproximadamente 0,05 mUIL de
hTSH, para um CV inter-ensaio de 20%, um valor que é somente 2-3 vezes mais
alto que o valor obtido para a sensibilidade analitica (da ordem de 0,02mUIL).
Estes resultados classificam o nosso sistema como provaveimente O mais
sensivel IRMA magnético j& descrito na literatura (17, 18, 25, 26, 44, 48, 56, 58,
76, 82).

A sensibilidade analitica é o0 método mais comumente utilizado para o
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calculo da sensibilidade de um ensaio, apesar de existirem orientacGes que
recomendam o uso da sensibilidade funcional (9, 29, S0, 57, 63, 70, 74, 80). O
célmbbaseadoemapenasnnﬂhpliuhsdadouz«o(mibilidadeﬁaﬁﬁa)
ndo considera os erros ocorridos com simples duplicatas intra-ensaio, resultando
numa estimativa otimistica do desempenho de um ensaio de hTSH (48). Porém,
20 nosso ver, este método pode servir perfeitamente na pratica da comparacdo
entrevériossistunasdeensaio.oweciahnnbpa-mhboméﬁosquenio
realizam uma rotina de determinagdes, as quais facilitam a construgdo de perfis
de imprecisio.

Quanto 3 sensibilidade caiculada especificamente pelo método de
Rodbard, foram obtidos valores mais otimistas, ao redor de 0,008 mUI/L de hTSH,
porém uma comparacao com outros sistemas comerciais que utilizam este
método de calculo (35, 58), mostra também uma sensibilidade superior do nosso
esquema de ensaio.

Os valores analiticos por nos obtidos, além de estarem localizados no
limite maximo da segunda geracdo, servem também para indicar uma
reprodutibilidade muito alta para este tipo de avaliacio inter-ensaio, com um
coeficiente de variagdo da ordem de 20-25%.

Em conclusdo, lembramos que o desempenho do sistema IRMA
proposto, o qual baseia-se num esquema de ensaio ndo competitivo, &
especialmente condicionado pela atividade especifica do tragador (22) que, como
ja mencionado, é bem menor (cerca de 106 vezes) para o 125 que para um
composto nao isotdpico como o eurdpio. Contudo, apesar deste tipo de limitagdo
inerente utilizagdo de um radioisétopo, foi obtido um IRMA magnético com um
desempenho da mesma ordem daquele declarado por alguns autores com
relagio a sistemas notoriamente de terceira geragdo. Com relagio a
sensibilidade funcional, 0 nosso sistema também apresentou valores similares a
de alguns ensaios de terceira geragdo (70, 74, 80), considerando CV = 10 ou
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20%, como foram calculados por estes autores.

Ficou demonstrado portanto que um rigido controle sobre as ligagdes
inespecificas pode aumentar enormemente a sensibilidade de um esquema de
ensaio baseado em radioisotopo e separagdo magnética, permitindo uma
reprodutibilidade de desempenho que pode acompanhar o tragcador ao longo de
toda sua vida dtil.
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