METODO DE DOSAGEM DE HORMONIOS!

Introducao

O diagnostico de desordens endodcrinas e o entendimento de como os hormonios
sdo regulados fisiologicamente, fizeram com que varios métodos de dosagens de
hormonios fossem desenvolvidos. Antes da década de 60, substincias presentes em
pequenas quantidades no sangue ¢ em outros fluidos, eram extremamente dificeis de
serem dosadas. Até entdo, quimio e bioensaios dessas substancias, usualmente
hormdnios, eram realizados, obtendo-se respostas com pouca precisao.

A técnica utilizando anticorpo como ligante (imunoensaio) foi descrito pela
primeira vez por Yallow e Berson em 1960. O trabalho de Yallow e Berson comegou

1!, marcando proteinas in vivo. O trabalho

com os estudos sobre o comportamento do
consistiu na inje¢ao de insulina marcada e ndo marcada, verificando que o antigeno nao-
marcado, por competi¢do, inibia a ligagdo do antigeno marcado ao anticorpo.
Desenvolveram um ensaio para detectar e quantificar a insulina no soro de pacientes
utilizando anticorpos antiinsulina, baseando numa nova técnica de ensaios de ligacao
por competicao. Neste mesmo ano (1960), Ekins na Inglaterra, desenvolveu um método
similar para a determinacdo das concentragdes da tiroxina no plasma, o qual era também
baseado no principio da ligacdo competitiva, embora ele empregasse uma proteina
carreadora ao invés de anticorpo.

Em 1971, Engvall e Perlmann determinaram quantitativamente a
imunoglobulina G através da técnica de enzima imunoensaio.

A partir destes eventos, surgiram varias técnicas na medi¢do de hormonios e
outras substancias presentes em quantidades minimas nos fluidos corpoéreos (drogas,
enzimas e hormonios), sendo utilizado amplamente o radioimunoensaio no inicio,
substituido gradativamente por outros métodos imunoldgicos, como os ensaios que

utilizam compostos fluorogénicos, quimiluminogénicos e enzima como marcadores.

! Seminério apresentado na disciplina Bioquimica do Tecido Animal (VET00036) do Programa de Pos-
Graduagdo em Ciéncias Veterinarias pelo mestrando GIOVANNI MATEUS MALLMANN, no primeiro
semestre de 2003. Professor da disciplina: Félix H. D. Gonzalez.



Imunoensaios
Principios basicos

O principio do método do imunoensaio baseia-se em uma rea¢dao imunoldgica in
vitro entre antigeno e anticorpo. Com a introdu¢ao do hormoénio marcado com isétopo
radioativo, este ird competir pelo mesmo anticorpo, em igualdade de condi¢des com o
hormdénio natural. Praticamente todas as técnicas de imunoensaio utilizam o mesmo
principio bésico, onde a quantidade de reagente marcado (antigeno ou anticorpo)
quantifica o antigeno ou anticorpo nao marcado na amostra. Dependendo da maior ou
menor quantidade presente de hormonio, havera maior disponibilidade de sitios de
ligagdo do anticorpo para se ligar ao antigeno (hormdnio) radioativo, dependendo da
maior ou menor quantia do hormonio a ser determinado. O mecanismo classico do

imunoensaio com hormonio ligado € representado na Figura 1.
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Figura 1: Principio basico de liga¢io em imunoensaio.

A Figura 1 mostra a ligacdo do hormonio com uma quantidade determinada de
anticorpo, com diferente quantidade de antigeno. A quantidade de hormoénio ligado ¢
diretamente relacionada com a quantidade de hormdnio presente e a quantidade de sitios
de ligacdo no anticorpo. Esta ¢ uma reagdo reversivel, onde ocorre a ligacdo entre
hormdnio e anticorpo livres formando um complexo hormodnio-anticorpo, podendo ser

expressa tal reacdo pela equagdo abaixo:

Ag* + Ag+ Ac €--mmmmemm- 2 Ag*Ac + AgAc

[AgAc]/[Ag][Ac]=ki/k,=K - mol/L/mol/L * mol/L =1/ mol/L = L/mol

onde:



Ag = antigeno ou hormonio;

Ag* = antigeno ou horménio marcado;

Ac = anticorpo do antigeno ou do hormoénio;

Ag*Ac e AgAc = complexo hormonio-anticorpo marcado e ndo-marcado, respectivamente
k; = taxa constante de associagio;

k, = taxa constante de dissociagdo;

A concentragdo exata com que o equilibrio ¢ alcangado depende da energia da
reacdo entre o antigeno e o anticorpo. A lei da agdo das massas descreve o estado de
equilibrio, obtendo-o quando o produto das concentragdes dos dois lados da equagdo
permanecer constante.

Os hormodnios marcados diferem quanto ao tipo de imunoensaio empregado,
podendo ser marcado por radioiodagdo, enzima, fluorescéncia ou quimiluminescéncia.
Geralmente os is6topos possuem uma meia vida muito curta, fazendo com que nao haja
residuo contaminante para o meio ambiente.

Com o advento de anticorpos monoclonais, foi possivel desenvolver diferentes
metodologias (sandwich). Nesta técnica, o anticorpo monoclonal ¢ absorvido ou ligado
quimicamente a uma superficie solida, como por exemplo, tubo de ensaio ou esferas de
poliéster. Hormdnios padrdes ou amostras de soro sdo entdo adicionadas, seguidas pelo
anticorpo marcado com uma regido especifica de ligacao para o hormonio em analise. A
quantidade de anticorpo marcado com ligagdes na fase solida serd proporcional a
quantidade de hormonio na amostra resultando na formacao de um complexo designado
sanduiche:

FS - Ac—-Ag-Ac*
onde:

FS — Ac ¢ a fase solida no qual o anticorpo efetua a ligacao,

Ag ¢é o anticorpo ou horménio em anélise,

Ac* ¢ o anticorpo marcado.

As vantagens desse tipo de ensaio ¢ que o hormonio ndo precisa ser isolado para
ser marcado e a técnica podera ser utilizada na marcacao de diferentes hormonios. A
unica limitagcdo ¢ na sensibilidade de detec¢do do tragador e a na extensdo com que o
tracador liga-se a parede do tubo. Esteroides simples e peptideos de pequeno tamanho
(com 15 a 20 aminoacidos) ndo poderao ser utilizados no ensaio. A afinidade na ligagdo
e especificidade da grande, estavel, molécula de imunoglobulina bivalente
monoespecifica ndo perturba significativamente a ligacdo dos tragcadores, sejam eles

radioativos, enzimaticos, fluorescentes ou quimiluminescentes.



Como base na quantificacdo, uma curva padrao ¢ desenvolvida com quantidades
fixas de hormonio marcado e proteina ligada, incubados juntos na presenca de hormonio
nao marcado em concentracdo gradual e conhecida.

Existem desvantagens no uso de radiois6topos como marcadores em
imunoensaios, tais como, meia vida limitada, instabilidade dos componentes
radiomarcados, equipamento de anélise relativamente caro, necessidade de mao de obra
qualificada e bem treinada, laboratdrios especializados e lixo radioativo. Assim, foram
desenvolvidos técnicas e ensaios utilizando-se marcadores nido radioativos, como
enzimas, agentes fluorescentes e quimiluminescentes. Imunoensaios enzimaticos podem
ser tdo sensiveis e precisos quanto o radioimunoensaio, sendo a especificidade
dependente da qualidade do anticorpo utilizado.

A seguir serdo detalhados alguns processos importantes na execuc¢ao dos ensaios

de imunoensaio.

Producao de anticorpos

Os anticorpos pertence a classe das imunoglobulinas, predominantemente das
gama globulinas (IgG). A molécula de IgG ¢ composta por quatro cadeias
polipeptidicas: 2 cadeias pesadas e 2 leves, simetricamente arranjadas e ligadas
covalentemente por pontes de dissulfeto. A interacdo antigeno-anticorpo ¢ uma
combinag¢do de ligacdes eletrostaticas, de hidrogénio, van der Walls e hidrofobicas. A
seqiiéncia de aminoacidos da porcao ligadora da molécula de IgG determina a forma
com que o antigeno ira se ligar, determinando a afinidade e a especificidade. A resposta
imune pode ser dividida em primeira e segunda fases. Apos a primeira exposi¢do a um
determinado imundégeno num periodo relativamente longo, moléculas de IgM
comegaram a aparecer no soro.

A segunda exposicdo ao imunogeno resulta em uma resposta muito mais forte,
consistindo principalmente por anticorpos IgG, cuja concentracdo declina
vagarosamente. Os anticorpos produzidos na segunda exposi¢do apresentam uma maior
afinidade para o imunodgeno. Com repetidas imunizagdes, a afinidade do anti-soro
podera aumentar. Isto envolve a selecdo na produgao e imunoglobulina (células B) com

alta afinidade pelo imundgeno.



Anticorpos policlonais

O antisoro policlonal contém uma mistura heterogénea de anticorpos, podendo
ser somente uma pequena fracao especifica para os antigenos de interesse.

O anticorpo policlonal é preparado por imunizagdo com substancia que se quer
determinar a purificacdo. Repetidas injegdes dessa substancia vao agir como antigeno
em animal de espécie diferente da qual procede, induzindo o aparecimento de anticorpo
(policlonais), que sdo globulinas produzidas pelo sistema imune do animal injetado, que
podem ser cavalos, coelhos, ovelhas e cabras (Figura 2).

Pode-se inclusive obter anticorpo para hormonios ndo protéicos tais como

hormonios esteroides e drogas.

Anticorpos monoclonais

Embora os anti-soros tenham sido e continuem sendo uma fonte comum de
anticorpos, eles oferecem um suprimento limitado de material. Os antisoros produzidos
em diferentes hospedeiros contra o mesmo antigeno ndo sdo idénticos na sua
composi¢ao de anticorpos. Assim, quando um determinado antisoro esgota-se, a sua
reposicao ¢ dificil de ser efetuada.

C¢lulas produtoras de anticorpo sao fundidas a mielomas (plasmoddios de células
cancerosas com intensa capacidade de multiplicacdo e capacidade de sobreviver in
vitro), formando um “hibridoma”, que ¢ cultivado in vitro (Figura 2). Como ¢ de origem
clonal, todas as células de um mieloma produzem e secretam o mesmo anticorpo. As
células, que produzem os anticorpos especificos contra o antigeno que interessa ao
ensaio, sdo selecionadas e postas em meio de cultura (cultura de tecidos), produzindo
grandes quantidades de anticorpo desejado. A vantagem da produgdo de anticorpos
monoclonais in vitro é o controle da concentracdo do imundgeno ¢ o monitoramento da
producdo de anticorpos, além do pequeno tempo de imunizagdo (cinco dias). As
desvantagens verificadas ¢ o uso de um protocolo complexo envolvendo a adi¢do de
fatores de crescimento e a diferenciacdo e a baixa especificidade dos anticorpos
produzidos, isto ¢, ha diferenciagdo entre a qualidade e propriedade dos anticorpos

produzidos entre diferentes mielomas.
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Figura 2: Producéo de anticorpos mono e policlonais.

Calcula-se, de modo geral, que apenas um animal entre 50 ¢ capaz de produzir
soros convenientes para o imunoensaio. Anticorpos monoclonais apresentam
aparentemente uma menor afinidade, porque se ligam a um epitopo ou regido simples
anticorpo no anticorpo.

As caracteristicas analisadas sdo:

- titulo: critério quantitativo, expressa a maxima diluicdo final de um antisoro
capaz de se ligar a mesma quantidade de antigeno marcado na auséncia do antigeno nao
marcado. Utiliza-se, normalmente, um titulo capaz de ligar 50% do antigeno marcado;

- avidez: medida de qualidade de sensibilidade do ensaio. Denota a energia da
reagdo antigeno-anticorpo, e ¢ similar constante de associagdo das reacdes imunologicas
basicas;

- especificidade: capacidade do anticorpo diferenciar o seu antigeno de outros
similares. Constitui um problema no caso dos hormonios hipofisarios e dos esterdides,

que podem dar reagdo cruzada.

Marcadores radioativos

Isotopos radioativos

Quase todos os horménios protéicos e derivados sio marcados com o I'*’,
isotopo radioativo do elemento iodo, com meia vida de 59 dias, emissor de radiagdo
gama, sendo muito conveniente tanto para as medidas como para a comercializagdo, sob

forma de kits, para a dosagem de hormoénios por radioimunoanalise (RIA). Os



hormonios, com excec¢do da tiredide (Ts e T4), ndo possuem iodo em sua molécula, mas
podem passar a ter sem que haja alteracdo de suas propriedades quimicas e
imunologicas. A iodagdo com o I'*’,que se faz na razio de 1 4tomo por molécula, se
realiza por diversos processos, procurando sempre obter hormdnios com alta atividade
especifica, devido a baixa concentracdo de hormonios existente nos fluidos corpodreos e
evitando lesdo radioquimica, isto ¢, danos causados as moléculas hormonais pelos
efeitos das radiagdes ionizantes as ligacdes moleculares.

Para as aplicagdes clinicas, o alto custo por tubo de amostra analisada ¢

compensado por seu elevado controle de qualidade.

Processo de iodacdo

Oxidagdo do Nal'?® para a formagdo de I'* através do uso de agentes oxidantes
como a cloramina T, ¢ o método mais difundido de marcacdo radioquimica entre
peptideos e proteinas. Os hormdnios peptidicos como as proteinas possuem quase
sempre radicais tirosina em sua molécula. A molécula de iodo espontaneamente reage
com o os residuos de tiroxina e histidina na superficie das proteinas. A iodacdo se faz
por substituicdo do atomo de hidrogénio do anel fenoélico por um atomo de iodo
oxidado. A maior desvantagem desse método ¢ que a cloramina T pode causar prejuizos

durante a oxidacdo, de volatilizando o 1'*°

, necessitando um exaustor especial que evite
contaminagao.

Um método enzimitico para a producio de I'*’ reativo envolve o uso de
lactoperoxidase e peroxido de hidrogénio. Tal método resulta em um menor prejuizo na
oxidacdo da proteina e maior preservacdo do potencial imunolégico, dependendo da
quantidade de peroxido de hidrogénio utilizado. A introducdo de mais de um atomo de
iodo por polipeptidio resulta numa mais acentuada degradacdo da substancia radioativa
durante a estocagem.

Um método utilizado na marcagio do I'* envolve a radioiodagdo do reagente de
Bolton-Hunter. Este reage com os grupos amino dos hormonios polipeptidicos.
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A iodagdo com I"! é menos freqiiente em relacao ao | >. A marcagio com o I'*

tem inumeras vantagens sobre o I'*': maior eficiéncia de contagem, maior abundancia
de isotopos, meia-vida de 60 dias vs 8 dias, emissdes menos energéticas. Para evitar
perda de afinidade pelo antigeno, a atividade especifica pode ndo ser tdo boa, entretanto,

na teoria, esta ¢ uma situagao desejavel.



Tritio (H’)

Pequenos antigenos, como os hormdnios esterdides, ndo comportam, na sua
estrutura, elementos como o iodo. A incorporagdo do tritio (H) na molécula destes
hormdnios ndo provoca nenhuma mudanga nas propriedades quimica ou imunologica,
mas necessita uso de contadores de radiagao beta, sendo este método de analise mais
laborioso que o método utilizado na determinagéo de I'*°.

O tritio, is6topo do hidrogénio, tem meia-vida de 12 anos, emissor de radiacdes
beta fraca, sendo necessaria a utilizagdo de contadores de cintilacdo liquida. A marcagao

de substancias com esse tracador é pouquissimo utilizado no radioimunoensaio, sendo

mais empregada atualmente na medicina nuclear.

Ensaio imunoradiométrico (IRMA)

E uma técnica alternativa ao radioimunoensaio em que Ac monoespecificos
radiomarcados sdo utilizados para quantificar o antigeno. No RIA convencional, a
quantidade de anticorpo na fase sélida ¢ limitada, sendo um reagente proporcional, e o
antigeno fica em excesso na fase solida. O emprego de anticorpo monoclonais facilita e
refina o ensaio, tornando-o 1til para a detec¢ao de antigenos protéicos.

No IRMA, que utiliza o sistema de sanduiche de dois sitios, o antigeno ¢
capturado pelo anticorpo da fase solida que reage com o anticorpo marcado. Quanto
maior a radioatividade, maior a quantidade de antigeno na amostra. Paralelamente, sdo
ensaiadas diluigcdes seriadas da amostra padrdo. Comparado ao radioimunoensaio de
competi¢ao, o IRMA tem tempos de incubagao menores, maior precisao e teoricamente
maior sensibilidade.

Os hormdnios marcados devem apresentar certas caracteristicas:

1) identidade quimica: o hormonio (antigeno) marcado com o isétopo deve-se
comportar como um tramador em todas as reacdes quimicas. Os tracadores sao
elementos isotopos e apresentando similar comportamento quimico que o elemento
estavel, diferindo no ntcleo com relagdo a massa, energia e instabilidade o que, alias,
lhe confere a propriedade de ser radioativo. O isétopo I'* (instavel) possui as mesmas

propriedades quimicas que o I'*’

, emitindo radiacdes detectdveis e mensuraveis por
aparelhos adequados. A inclusdo de 4tomos de iodo radioativo em moléculas de varios
hormonios nao causou alteragdes fisicas nem quimicas, mesmo que o hormoénio ndo

possua iodo na sua estrutura basica.



2) identidade de volume: o hormoénio e o tracador sdo distribuidos
homogeneamente em um volume comum.

3) identidade de tempo: a mistura do horménio natural e do tracador ¢
instantanea e o periodo de tempo das reacdes subseqiientes deve ser idéntico.

4) radioatividade: a energia radiativa ¢ derivada somente do tragador, sem
influéncia dos locais de reacdo. Entende-se que o tracador ndo perdeu nenhuma de suas

ligagdes isotopicas originais.

Marcadores nao-radioativos

Enzimaticos

Os ensaios enzimaticos (EIA) podem ser divididos em duas categorias: ensaios
de amplificacdo do sinal e a ensaio modelador de atividade. Sdo utilizadas enzimas,
como a fosfatase alcalina e a peroxidase de raiz forte. Enzima fixada pode produzir
conversao de um dos substratos adicionado em produto colorido. Dependendo do
substrato, o produto colorido ¢ soluvel ou insoluvel. Os produtos soliveis podem ser
detectados colorimetricamente por um espectrofotometro que mede a absor¢do de luz de
determinado comprimento de onda por solugdes coloridas. Os produtos insoluveis
podem ser detectados com vista desarmada o microscopio.

O ensaio de imunoadsor¢do ligado a enzima (ELISA) ¢ um teste comumente
utilizado em laboratdrios clinicos e experimentais, ¢ vendido em forma de kits. Em
geral, ¢ um ensaio com método de captura, em que o ligante a ser detectado € capturado
por anticorpos de fase solida e, em seguida, detectado com anticorpos marcados. Sao

utilizados anticorpos monoclonais especificos para detectar a presenca do hormonio.

Fluorescéncia

Sao usados compostos fluorescentes, como isotiocianato de fluoresceina e
rodamina. Os compostos fluorescentes possuem elétrons que podem ser excitados para
um estado mais elevado pela absor¢do de luz de determinado comprimento de onda,
emitindo luz com comprimento de onda maior que a absorvida. A fluorescéncia ¢ a luz
emitida pelos elétrons excitados quando retornam ao estado basal. Essa luz emitida pode
ser observada ou detectada com o uso de instrumentos apropriados Um foton pode, com
sua energia, excitar um datomo, molécula ou um marcador fluorescente. Apos a

excitacdo, a emissdo de luz e de um determinado comprimento de onda onde o



composto ird retornar ao seu estado ¢ elementar. O intervalo de tempo entre absor¢ao
emissdo para o composto isotiocianato de fluoresceina ¢ menor que 1 nanosegundo.
Alguns elementos encontrados no sangue como a hemoglobina e a bilirrubina
podem interferir na mensuragdo da fluorescéncia, pois emitem o mesmo comprimento
de onda que a fluoresceina. Os compostos fluorescentes apresentam sensibilidade

quanto a temperatura, pH, anticorpos especificos, triptofano e moléculas contendo iodo.

Luminescéncia

O ensaio imunoquimiluminométrico (ICMA) utiliza enzima como marcador e o
substrato utilizado forma um produto instavel de alta energia que rapidamente perde a
sua energia adicional ao emitir um foton e ao produzir luz. O ICMA utiliza
freqiientemente éster de acridinio, embora outros compostos luminescentes sdo
utilizados com relativa freqiiéncia, como luminol e isoluminol. O sinal gerado no ICMA
¢ mensuravel apds alguns segundos e utilizando-se um aparelho designado
lumindmetro, sendo também detectada mediante a exposi¢do a um filme fotografico o

através do uso de um registrador de imagens com placa de fosforescéncia.

Sistemas de separacgio

A maior parte dos ensaios requer a mensuracao da proporg¢ao total de hormodnios
contidos na solucdo, sejam eles ligados ou livres. A determinacdo ¢ feita apos a
separagdo do complexo hormonio-anticorpo dos hormonios nao ligados.

Atualmente, os imunoensaios podem ser classificados em trés categorias,

segundo 0 meio em que sdo executados.

Precipita¢do em fase liquida

Foi o primeiro a ser desenvolvido e amplamente utilizado nos
radioimunoensaios. Envolve o uso de solu¢des em que os Ag marcados e Ac especificos
estdo dissolvidos. Amostras do soro sanguineo contendo o Ag ndo marcado a ser
quantificado ¢ adicionado a solugdo. Para separacdo do complexo Ag-Ac do Ag
marcado livre, usa-se o polietilenoglicol (PEG), um alcool que acelera a separacao do
complexo Ag-Ac dos antigenos livres.

Essa técnica estd em desuso devido ao grande numero de etapas manuais, 0s

métodos de separagao das fracdes livre e ligada da substancia marcada ndo sdo

10



perfeitos, exigindo elevada experiéncia e habilidade técnica do executor do ensaio,
fazendo com que a precisdo do ensaio seja diminuida.

Praticamente todos os ensaios foram substituidos pelos de fase s6lida ou semi-
solida, permanecendo apenas aqueles em que ndo se conseguiu sintetizar Ac especificos
para substancias desejadas que aderissem em placas sélidas e/ou a parede de tubos de

ensaio, como exemplo tem a insulina.

Precipita¢do em fase solida ou semi-solida

Este tipo de imunoensaio ¢ largamente utilizado pelo radioimunoensaio. Utiliza-
se um material constituido de substancias magnéticas, principalmente carvao ativado ao
qual se absorve um polissacarideo sintético (dextrano) que se deixa penetrar pelas
pequenas moléculas de Ag livre que sdo separadas por centrifugagdo magnética
deixando no sobrenadante o complexo Ag marcado-Ac que serd posteriormente contado
nos detectores de radiagdo gama no caso de Ag marcados com I'*

Em um sistema de separagdo carvao-dextrano deverd sempre haver agitagdao do
liquido, que ¢ uma suspensdo de particulas grosseiras, para que ocorra uma transferéncia

homogénea do material para os tubos. Os ensaios clinicos para determinagao de cortisol,

TSH, LH, FSH, hCG, T4, T3, progesterona podem utilizar tal método de separagao.

Adsorgdo em fase solida

Nesse processo, um dos reagentes (geralmente o Ac) ¢ imobilizado na fase
solida, nas cavidades de placas plasticas de microtitulagdo, seja por adsorcao (paredes
do tubo), seja por conjugacdo covalente (matriz particulada ou superficie continua).
Apoés a incubacdo, descarta-se o sobrenadante e conta-se nos detectores os tubos que
prenderam Ag marcado fixados nas paredes ou esferas.

O emprego desses ensaios facilita a lavagem, eliminando a necessidade de
centrifugacdo, sendo mais rapida e necessita menor quantidade de reagentes.

As placas sdo sensibilizadas com Ag ou Ac, cuja concentragdo 6tima deve ser
empiricamente determinada para cada sistema. A placa deve ser bloqueada para evitar
adsor¢ao nao-especifica dos reagentes. Apds as incubacgdes, sdo feitas lavagens das
placas com tampdes apropriados, a fim de remover as substancias ndo ligadas ao

suporte.
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Procedimentos para analise dos dados

Atualmente, para muitos imunoensaios utilizam procedimentos automaticos, o
tratamento dos dados ja ¢ feito no proprio aparelho. Para que haja confiabilidade na
mensuracdo e tratamento dos dados, os técnicos deverdo entender os programas
computacionais utilizados. O tratamento dos dados ¢ descrito em quatro etapas:
calibragdo, mensuragdo, controle de qualidade e definicdo de uma concentragdo minima

detectavel para o ensaio.

Calibragdo

Nesta etapa sdo utilizados calibradores contendo concentragdes conhecidas da
substincia analisada. E de suma importancia o procedimento de calibragdo, pois os
hormonios apresentam diferentes concentragdes, medidas em unidades de volume muito
baixas (ng/mL), fazendo com que haja uma elevada precisdo nos dados obtidos. Ha
pouco tempo, a calibragdo era realizada apos cada corrida de amostras. Consistia de
duas ou trés replicatas, utilizando de cinco a nove concentragdes de substancia padrao.
Atualmente, com os novos aparelhos automaticos, a calibracdo ¢ realizada somente uma
vez ao dia ou ao més. Ha uma grande variedade de modelos estatisticos que analisam os
dados obtidos. A equacgao logistica de quatro-parametros e suas modificagdes ¢ a mais
utilizada nos procedimentos de calibracdo, sendo valida para uma gama de sistemas de
imunoensaios. A equagao € a seguinte:

y=(@a-d/(1+(x/c))+d

Onde:

y € o nivel medido,

a ¢ o nivel medido com dose zero para RIA e alto nivel para IRMA,
b ¢ o grau de inclinacgdo na escala log,

¢ € a concentragdo correspondente 50% de ligacdo especifica,

d ¢é o alto nivel medido para RIA e a dose zero para IRMA,

x € a concentragdo do calibrador (Figura 4).

Mensuracdo

Mensuracao ¢ o processo no qual a concentracdo de hormdénio na amostra ¢
determinada. A curva dose-resposta ¢ a principal ferramenta utilizada para a
quantificagdo do hormdnio. Dose ¢ concentragdo de hormdnio na amostra e resposta ¢ o

sinal quantitativo, gerado no ensaio em resposta a uma determinada dose. E importante
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que a concentragdo de hormonio (dose) tenha valores de resposta préximos, com um

coeficiente de variacdo (CV) de no maximo 20%.

Controle de qualidade

Controle de qualidade ¢ o processo que lida com a especificidade, sensibilidade,
precisdo, acurdcia e reprodutibilidade do ensaio imunoldgico. A padronizacdo dos
ensaios que medem a concentragdo de hormonios ¢ um problema complexo devido a
falta de padronizagdo das técnicas e metodologias empregadas nos laboratorios. O
desenvolvimento de programas de qualidade entre e intralaboratorios levard a uma
validagdo nas metodologias dos ensaios comerciais. A tentativa de automacao da
metodologia permite um maior controle na precisdo da pipetagem, no controle da
temperatura, no tempo de incubacdo e a analise dos dados. O objetivo de um programa
de controle de qualidade ¢ de adicionar precisdo e acuracia em todos os resultados de
ensaios de hormonios. Para isto, € necessario um grande banco de dados que caracterize
as curvas-padrdo, dose na qual 50% da substincia a ser mensurada esteja ligada e a

inclinagdo da curva.

a) Especificidade

A especificidade depende de varios fatores, sendo o mais importante o tipo de
anti-soro utilizado. A especificidade para os imunoensaios de grandes proteinas como
LH e FSH ¢ relativamente dificil devido a sua pureza variavel. Como exemplo podemos
citar a reagdo de TSH com LH. O horménio TSH bovino inibe significativamente a
ligagdo do horménio LH ao anticorpo, indicando que o antisoro utilizado ndo ¢
especifico ou que a solucao apresenta, além do horménio LH, o horménio TSH. O
sistema apresentado acima ¢ invalido para mensurar o hormoénio LH. Uma forma de

contornar este problema, ¢ o método de uso de dois anticorpos (sanduiche), uso de

anticorpos monoclonais e policlonais no antisoro pode reduzir este problema.

b) Sensibilidade

A sensibilidade de um imunoensaio ¢ definida como a menor quantidade
confiavel de hormonio detectada no ensaio. Geralmente a sensibilidade ¢ dividida em
dois tipos: a sensibilidade da curva-padrao ¢ definida como sendo a menor quantidade
de hormodnios mensuravel, diferente de zero e com um nivel de confianga de 95%. O

outro tipo de sensibilidade ¢ a menor quantidade de hormdnio que pode ser mensurada
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por unidade de fluido biologico, como exemplo temos: quantidade de hormoénios / mL

de plasma.

¢) Acuracia
E definida como a quantia exata de hormdnio presente no analito. Acuracia ¢
freqlientemente determinada por comparacdo de dados dos imunoensaios com outros

ensaios tipo gravimetria, cromatografia liquido-gasosa e espectrofotometria de massa.

d) Precisao

Sao dois os tipos de precisdes utilizadas: a precisdo dentro do ensaio que
determinada através de duplicatas da mesma amostra dentro do mesmo e a precisdo
entre ensaios usando a andlise de replicatas da mesma amostra em diferentes ensaios.

Geralmente a variagao entre ensaios ¢ maior que a varia¢ao dentro do ensaio.

Medidas das radiacoes emitidas pelos radiois6topos

Detecc¢do da radiacdo

As radiagdes ionizantes podem ser detectadas pelos diversos fendmenos que
causam na matéria, pela sua interacdo. Quando a matéria absorve a radiacao, observam-
se diversos fendOmenos que expressam alteracdes, que podem ser observados e
detectados com alto grau de sensibilidade e precisdo. Quando a radiacdo ionizante ¢
absorvida pela matéria podemos observar fendmenos calorimétricos, radioquimicos, de
cintilagdo e ionizagao.

O radioimunoensaio utiliza-se das técnicas de cintilacio de poco (cintilagdo

solida) para os hormonios marcados com 1'%,

Cintilagdo de pogo

Por volta de 1950 novos detectores de radiagao foram desenvolvidos. Um destes,
o tubo fotomultiplicador (PMT), pode detectar um flash fraco de luz e estimar a
quantidade de luz. Um f6ton de luz libera um elétron no fotocatodo que ¢ acelerado ao
primeiro dinodo, onde ele faz varios outros elétrons serem emitidos; estes elétrons sao
acelerados até o segundo dinodo, que ¢ mais positivo que o primeiro e onde

multiplicagdes posteriores tomam lugares. A maioria dos PMT tem 10 dinodo, de modo
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que uma fotomultiplicacdo de elétrons de 105 a 106 vezes ocorrem do fotocatodo ao
anodo.

Um desenvolvimento relacionado foi a producdo de grandes cristais claros de
iodeto de sodio (Nal) que cintilaria com boa eficiéncia quando um raio gama ¢
absorvido. Estes cristais foram anexados diretamente ao PMT para detectar os flashes
de luz fracos. Os cristais foram melhorados com a adi¢do de uma quantidade de talio
(TI) e sao freqlientemente referidos como cristais Nal(T1), possuindo alta eficiéncia na
deteccao de raios gama.

O detector Nal(TI) ¢ muito sensivel, devendo ser protegido da radiagdo de
fundo. Para isso ¢ envolvido por, no minimo, cinco cm de chumbo. A intensidade da
cintilagdo produzida quando um raio gama deposita sua energia no cristal ¢ proporcional
a energia do raio gama. Os elétrons emitidos no fotocatodo do PMT produzem um pulso

elétrico, que ¢ eletronicamente amplificado para que possa ser contado.
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