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RESUMO
Neste trabaiho descrevem-se, os ensaios realizados corn vista a producAo de T4 marcada corn 1-125 de

qualidade reprodutivel no que respeita a actividade especifica, pureza radioquimica e irnunoreactividade.
Dado que este produto se destina, juntamente corn outros reagentes quirnicos, ao doseamento radioirnuno
lOgico da T4 total no soro, foi ainda estudada a sua estabilidade apes rnarcacão.

SUMMARY

Preparation of 1~I labelled thyroxine for the assay of total serum T4

The preparation of 125j labelled thyroxine of good quality, in what concerns specific activity, radioche
rnical purity and irnmunoreactivity is described. This product will be used to measure the total T4 in
serum, by RIA, so radiochernical and imrnunochemical stability was also evaluated.

INTR0DucA0

De entre a série de reagentes normalmente necessãria ao
doseamento radioimunolôgico de substâncias biolôgicas, ê a
qualidade do antigénio marcado, o factor que determina a
major parte dos problemas encontrados ao longo da utiliza
çAo destes produtos.

Por essa razão será conveniente destacar o cuidado a ter
na preparacão e controlo de qualidade dos antigénios mar
cados corn radionüclidos, quando estes se destinam a ser
usados em radioimunoensaio)

Corn efeito, a preparacAo de urn antigênio marcado de
qualidade reprodutivel poderã determinar o atingirem-se ou
flãO os objectivos que orientam o design de urn método ra
dioimunolôgico e que são:2
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— Elevada sensibilidade;
— Especificidade relativarnente ao produto a dosear;

— Elevada precisão intra e inter-ensaio (especialmente
nas zonas de interesse clinico).

Assim, o antigénio marcado deverã apresentar:

— Uma energia de ligacão ao anticorpo idêntica a do an
tigénio não marcado. Esta energia poderâ ser afec
tada por alteracOes verificadas no antigénio antes da
sua marcacAo, durante a marcacão ou ainda durante
0 armazenamento.

— Uma actividade especIfica suficientemente elevada pa
ra que se possam medir corn elevada precisao e sensi
bilidade os niveis de concentracAo em que estarnos
interessados;

— Uma pureza radioquimica que evite o aparecimento
de ligacOes que nada tern a ver corn a ligacAo especifica.

A preparacao e controle de qualidade do antigénio mar
cado, necessário ao doseamento de T4 total no soro, são
apresentados neste trabaiho.
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Figura 1: Radiocromatograma da mistura reaccional (cromatografia em camada fina de silica gel; solvente: isopropanol,

MATERIAL, METODOS E RESULTADOS

1. Reagentes

Na’251 (IMS 30) do Radiochemical Center, Arnersham;
3,5,35’ tetraiodo-L-tironina IT4! da Sigma Chemical Co;
Cloramina-T, metabissulfito de sódio e albumina do soro
bovino da BDH Chemicals Lda.; Sephadex LH-20 da Phar
macia Fine Chemicals; Polygram-Sil-G da Macherey Nagel
& Co.; anti-T4 acoplado a uma fase sólida do LNETI, Saca
vém.

2. Marcacao da tetraiodotironina IT4!

A 10 ~l de uma solucão de T4 (0,1 gr/l) em propileno
glicol 50 Wo (V/V) adicionou-se I mCi de uma solucAo ligei
ramente alcalina de Na’251, tamponada com 20 ~cl de tam
pAo fosfato (0, lM pH = 6,2). Seguidamente adicionou-se
10 1d de urna solucao de clorarnina-T (0,1 grIl em tampão
fosfato 0, IM pH = 6,2). A mistura reaccional foi agitada em
vortex, e a reaccao interrompida apôs 80 segundos pela adi
çAo de 20 ~sl de uma solucao de metabissulfito de sódio
(0,25 g/l em tampAo fosfato 0,IM pH=6,2). A mistura foi
seguidamente diluida corn 100 1d de tarnpAo fosfato.

o rendirnento de marcacao (55 %) foi calculado por cr0-
matografia em camada fina da rnistura reaccional.3 Na Fi
gura I apresenta-se o radiocromatograma obtido.

3. Purificaçâo da mistura reaccional

A purificacao da mistura reaccional foi efectuada por
cromatografia em coluna, usando sephadex LH-20,4 e desti
nou-se a separar a T4-I-125 do iodeto-125 livre e de possiveis
produtos de degradacAo.

o sephadex LH-20, foi deixado a equilibrar, durante 12
horas, em tampão fosfato O,05M ~yH 7,4 e corn essa sus
pensao foi cheia ate cerca de 3 ml, uma seringa plástica de
5 ml, usada como coluna.

ApOs aplicacAo da mistura reaccional procedeu-se ao
seguinte ciclo de eluicOes:

— Tampao fosfato 0,05M pH = 7,4 - 2 ml
— Agua destilada - 8 ml
— Metanol: amônia 2M (99:1) - 10 ml

o iodeto-125 não ligado a T~ foi eluido na fase aquosa,
enquanto a T4-I-125 foi eluida pela mistura metanol amônia.
0 perfil de eluicao obtido foi o indicado na Figura 2.

Figura 2: Perfil de eluicao da T4-I-125 usando Sephadex LH-20
(A-A 1-125; •-• T4-I-125).

4. Determinacao da actividade especifica da T4-I-125

Determinou-se a actividade especifica do composto pre
parado usando o principio do autodeslocamento.5

Assim, tracaram-se três curvas padrao usando a rnesma
quantidade de anti-T4 acoplado a uma fase sólida (dil.
1:200) e quantidades crescentes de T4-I-125.

Obtiveram-se as curvas I (24768 cpm/tubo), 11(39680
cpm/tubo) e III (53325 cpm/tubo) (Fig. 3).

As diferencas em contéudo de T4-I-125 entre as amostras
das curvas I e II e I e III eram respectivamente de 14912 e
28577 cpm/tubo podendo estes valores ser expressos em ter
mos de n moles T4/tubo.

o excesso mêdio de T4 das curvas III e II relativamente a
curva I era de 3 x 1O~ e 6 x 1O~ n rnole T4/tubo, respectiva
mente.

125 125-1
L1J T4- I I

0 etanol e amônia 2M (6:2:1); tempo deeluicSo: 6 horas).

2 4 6 8 10 12 14 16 18
VOIun~e d~ &~c&, (ml)
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CONCLUSOES

0 método usado para a preparacào da tiroxina 1-125 foi
o da cloramina-T, jâ largamente empregado na marcação de
hormonas tiroideias. As quantidades de oxidante e redutor
foram cuidadosamente estudadas, procurando-se corn isso,
obter o rnáxirno de incorporacao de iodo corn o rnInirno de
danificacAo da hormona.

A análise dos resultados apresentados na Figura 4 permi
te-nos afirmar que não so o cornportamento da T4 e da T4-
-1-125 são idênticas, como tarnbém que o produto nAo rnar
cado não apresenta alteracào relativarnente ao imunogénio
usado para a producao dos anti-T4, pois que se tal aconte
cesse a curva quente (A - A) apareceria mais profunda do
que a curva fria (.-.).

A actividade especIfica da T4-I-125 (390-411 ~Ci/~g) as
segura a sensibilidade e precisão necessária ao doseaxnento
da T4 total no soro.

A precisAo conseguida corn a utilizacAo destes produtos é
cornparável a dos produtos comercialmente disponIveis Fi
gura 5, ao longo de uma gama de concentracOes compreen
dida entre 10 e 300 n mole/i. Esta garna de concentraçOes é
suficientemente arnpla, garantindo-nos por isso, que todas
as zonas de interesse clInico são abrangidas.

A T4-I-125 preparada mostrou, ao longo do periodo de
tempo estudado, uma estabilidade adequada visto que não
se verificaram perdas de sensibilidade e precisão significati
vas Figura 9.

A não deteccão de T3-I-125 evita que se sobrestimern Os
valores da T4 calculados.
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