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RESUMO

Os autores determinaram os valores da constante de afinidade K, pelo grafico de Scatchard e pela
represntagio de Michaelis-Menten em 3 kits existentes no mercado para o doseamento da gastrina
sérica. O valor de K define a estabilidade do complexo antigénio-anticorpo ¢ tem implicages na carac-
terizagio de alguns parimetros do sistema de andlise: sensibilidade ¢ saturagio do anticorpo.

SUMMARY
Affinity Constant in Radioimmunoassay

Values for the affinity constant were determined, in three kits, for seric gastrin, following the
Scatchard plot and Michacelis-Menten representation. The determination of the affinity constant, K, is

of great value for it defines the antigen-antibody complex stability and it gives information about some
aspects of the analysis system: sensitivity and antibody saturation.

INTRODUCAO

Os doseamentos feitos por radioimunoanalise (RIA) tém
cada vez maior aceita¢io nos laboratérios de Quimica Cli-
nica, para a determinagdo quantitativa de uma grande varie-
dade de hormonas, medicamentos, etc.l

Normalmente ndo é possivel aos laboratérios em que se
executam RIA, construir os seus proprios métodos de and-
lise, recorrendo por isso ao uso de kits comerciais disponi-
veis no mercado. No nosso laboratério apenas realizamos
doseamentos seguindo protocolos previamente estabelecidos
(kits comerciais), onde os tempos de reac¢do ¢ as concentra-
¢io de antigénio e anticorpo estdo previamente
estabelecidos.

O conhecimento da constante de afinidade K do anticorpo
para o antigénio permite-nos avaliar a respectiva for¢a de
ligagdo (avidez do anticorpo) 23,

O objectivo do presente trabalho é a determinagdo da
constante de afinidade K, para as respectivas reacgdes de trés
kits comerciais, usados no doseamento de rotina da gastrina
sérica, ¢ assim verificar a forca de ligagdo dos antigénios aos
anticorpos.

Esta determinagio pode ser também considerada como
um método de controlo de qualidade 45

MATERIAL E METODOS

Consideragdes tedricas: A reacg¢do primdria entre o antigé-
nio e o anticorpo, no caso de antigénio univalente € anti-
corpo também univalente, onde uma molécula de antigénio
reage apenas com uma molécula de anticorpo e vice-versa,
obedece A Lei de Acgdo da Massa, de 1.* ordem ¢7, de acordo
com a equagio:

kl
Ag + Ac T— AgAc [l

k,

Recebido para publicagio: 29 de Margo de 1988.

em que Ag representa o ligando (antigénio ou outra molé-
cula a ser ligada), Ac o ligante (anticorpo, ou receptor), €
AgAc o complexo ligando-ligante (ou complexo antigénio-
-anticorpo). Trata-se de uma reacgiio quimica de 2. ordem e
ke k ,sd0 as constantes de velocidade das reacgdes de asso-
ciagio e dissoacia¢do, respectivamente.

Em qualquer reac¢io quimica, quando se atinge o equili-
brio, as quantidades de reagentes e produtos da reac¢o exis-
tentes, obedecem a relagdo:

(AgAc)
K =—— [2]
(Ag).(Ac)

em que K € a constante de equilibrio e (AgAc), (Ag) € (Ac)
sio as actividades das espécies, AgAc, Ag ¢ Ac,
respectivamente 0.

A constante de equilibrio K esta relacionada com as cons-
tantes de velocidade pela equagio: K=k k..

Dado que a actividade de qualquer espécie em solugdo €
igual ao produto do coeficiente de actividade pela respectiva
concentra¢do, a equagdo [2] ¢ equivalente a:

[ AgAc]. ngAc
K = 31

[ ag]ll[Ac]. ng’fAc

Para espécies neutras os coeficientes de actividade tém
valores préximos da unidade, pelo que a equagdo [3] se
reduz a:

[agac]
K = (4]
[Ag].[Ac]
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em que [Ag], [Ac] e [AgAc] sdo as concentracbes molares de
Ag, Ac e AgAc e K é a constante de equilibrio para a reac-
¢io global (que é o efeito combinado das velocidades de
associagio e dissociagiio). Esta constante K relaciona quanti-
tativamente, no equilibrio, as concentragdes do ligando livre
[Ag], ligando ligado [AgAc] e os locais de receptor ndo ocu-
pados, dados por [Ac]. Trata-se portanto de uma constante
fisica, caracteristica da ligacfio entre o ligando e o ligante 24,

Material: Utilizdmos 3 kits existentes no mercado para o

doseamento da gastrina sérica:

—os kits GASK ¢ GASK-PR da CIS (International Cis-
-France), o kit para doseamento da gastrina sérica da
DPC (Diagnostic Products Corporation — USA) que
designamos adiante por kits A, B e C, respectivamente.
Para cada um dos kits fizemos os dosecamentos,
seguindo metodologia proposta pelo fabricante.

Metodologia do célculo: No presente trabalho utilizimos
o grafico de Scatchard, que foi introduzido em RIA por Ber-
son ¢ Yallow!! ¢ o método de saturagio baseado na repre-
sentagio de Michaelis-Menten 212, Scatchard '3 caracterizou
o estado de equilibrio para estas reac¢Ses com a seguinte
equagio:

R = K (q-b) [5]

onde q ¢ a concentragio total (inicial) da molécula ligante
(anticorpo — Ac), b a concentragiio total do ligando ligado

(antigénio — Ag) e R a razdo das fracgbes do ligado/livre,
para o ligando (B/F). Fazendo um grafico, com os valores
experimentais de R em fungdo de b, conhecido como grafico
de Scatchard, obtém-se uma linha recta com declive igual a
-K, que intercepta o eixo dos X no ponto q, ou seja, a quanti-
dade de anticorpo presente na reacgdo 11314 e o eixo dos y
no ponto igual ao produto Kg.

Um método alternativo para a determinagdo do valor de
K da reacgio antigénio-anticorpo, é o método de saturagio
sugerido por Odell ¢ Col. !5 baseado na representagdo
Michaelis-Menten da Lei de Ac¢io da Massa, para a deter-
minagdo da constante de enzimas. Quantidades id&nticas de
ligante, sdo progressivamente saturadas por adi¢do de quan-
tidades crescentes de ligando, obtendo-se uma curva de satu-
ragdo, para o respectivo sistema ligante-ligando, a partir do
tragado do grafico das concentrag¢des de AgAc em fungio de
Ag total. A concentragdo do ligando livre correspondente a
50% de saturagdo do ligante é o reciproco de K!'212

Nos célculos dos sistemas de equilibrio, foram feitas algu-
mas considera¢des de natureza experimental:

—a hormona nfo marcada (hormona fria) ¢ a hormona
marcada (hormona quente) comportam-se idéntica-
mente na reacgdo >'l;

— as Unicas reacgdes que tm lugar, sdo as reacgdes rever-
siveis entre moléculas de anticorpo e de antigénio, ndo
estando envolvidas reacgdes secundarias 786,

—todas as moléculas reagem biunivocamente %

—nio ha erro experimental na separagio das fracgdes
livre e ligada 59,

— o equilibrio nfio é perturbado na separagio das frac¢des
livre e ligada®.
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Fig. 1—XKit A: a) Curva Padrio
b)Grafico de Scatchard
¢)Curva de saturagdo da representacio de Michaelis-
-Menten
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RESULTADOS

Para cada um dos kits A, B, C, determinamos as respecti-
vas curvas padrdo, (B/T)%, em fungdo de [Ag], ¢ com
n=10, para cada concentra¢io padrio (Fig. la, 2a e 3a).

a) Grafico de Scatchard — Para o tragado do grafico de

Scatchard, calculdmos em cada kit, para cada concen-
tragio padrdo, a razio B/F (fraccdo ligada/fraccdo
livre), ¢ a quantidade de gastrina ligada (gastrina mar-
cada e gastrina ndo marcada) em 1.mol ' de solugdo
reagente (Quadro 1, 2 e 3).

Foram considerados os valores da actividade especifica
da gastrina marcada em u Ci/ug, a eficiéncia do conta-
dor usado e o decay da gastrina marcada desde a data
de marcagio até a4 data da analise.

Tragdmos os graficos de Scatchard para os kits A, B e
C, fazendo B/F (y) em fung¢io dos respectivos valores
da quantidade de gastrina ligada (x), (Fig. 1b, 2b e 3b)
e calculdmos as respectivas correlagGes lineares (kit A:
y=3,13—4,12X10'x; r=0,951; n=6; p<0,01. Kit B:
y=1,78—2,59 X 10 ''x; r=0,942; n=5; p<0,02. Kit C:
y=1,04—5,04 X 10 ''x; r=0,998; n=6; p<<0,01).

A partir do declive de cada uma das rectas tragadas,
obtivémos os respectivos valores de K em l.mol—!'%

QUADRO 1-—Kit A: Valores calculados, a partir da curva padriio
(B/T)%, necessfrios para o tracado do grifico de Scatchard e
representagio de Michaelis-Menten.

Concentragiio Gastrina Gastrina Gastrina
Padrdo Ligada Ligada Adicionada
pg/ml  (B/TY¥% B/F pg  moll'X1012  pg
0 55,6 1,25 3,058 4,82 55
25 4.0 0,79 3,520 5,55 8,0
50 35,7 0,56 3,749 5,91 10,5
100 28,9 041 4,480 7,06 15,5
200 17,7 0,21 4,514 7,12 25,5
400 98 0,1 4,459 7,03 45,5
800 7,1 0,08 6,071 9,57 85,5

QUADRO 2—Kit B: Valores calculados, a partir da curva padriio
(B/T)%, necessdrios para o tracado grdfico de Scatchard e
representacio de Michaelis-Menten.

Concentragiio Gastrina Gastrina Gastrina
Padriio Ligada Ligada Adicionada
pg/ml  (B/TY B/F pg mol.1-7X10 12 pg
0 37,34 0,60 5,153 4,88 13,8
20 32,88 0,49 5,195 492 15,8
60 27,9 0,39 3,542 524 19,8
150 20,40 0,26 5,875 5,56 28,8
500 10,85 0,12 6,922 6,55 63,8
1500 5,52 0,06 9,042 8,55 163,8

QUADRO 3 —Kit C: Valores calculados, a partir da curva padrio
(B/T)%, necessdrios para o tragado grifico de Scatchard e
representaciio de Michaelis-Menten.

Concentragiio Gastrina Gastrina Gastrina
Padriio Ligada Ligada Adicionada
pg/ml  (B/T)% B/F pg  mol.1X10"1 Pg

0 41,84 0,72 5,308 6,28 12,69

25 38,63 0,63 6,833 8,08 17,69

50 35,60 0,55 8,077 9,55 22,69

100 31,06 045 10,153 12,01 32,69

200 23,84 031 12,560 14,85 52,69

600 11,28 0,13 14,967 17,70 132,69

1200 8,075 0,09 20,404 24,13 252,69

kit A — K=4,12X 10! 1. mol~'; kit B —
K=259X10" l.mol—! e kit C — K=5,04X10'°
1.mol —. O valor de q concentragdo total do anticorpo
presente, encontrado graficamente para cada um dos
kits A, B e C, é respectivamente q .= 7,6 X 10 —'2, mol.1 -,
qe=7,0X10-"2 mol.1 ! e q 20,6 X102 mol.1 .
b) Representagdo de Michaelis-Menten — Para cada con-
centragio padrdo determindmos a quantidade de gas-
trina ligada e a gastrina total adicionada (Quadros I, 2
e 3).
A expressdo grafica da gastrina ligada, em fun¢do da
gastrina adicionada, é a chamada representagido de
Michaelis-Menten, que nos permite detereminar o valor
de gastrina livre para a saturagio de 509 de anticorpo
(Fig. lc, 2c e 3c). O inverso deste valor, apés a sua con-
versdo a mol.] —\, indica-nos os valores de K: kit A —
K=4,09X10" l.mol—| kit B — K=2,61X10"
I.mol—! e kit C — K=4,97X10 1.mol -
Este método permite-nos ainda determinar a saturagio
completa do anticorpo, para o titulo utilizado !. A satu-
racio observa-se para o kit A com cerca de 20 pg de
gastrina adicionada (o que corresponde a uma concen-
tragdo padrdo de 150 pg/ml), para o kit B com cerca de
65 pg de gastrina adicionada (o que corresponde a uma
concentragdo padrio de 500 pg/ml) e para o kit C com
cerca de 130 pg (o que corresponde a uma concentragdo
padrio de 600pg/ml). Acima dos valores referidos,
para cada um dos kits, 150pg/ml, 500pg/ml e
600 pg/ml, o anticorpo estd completamente saturado e
ndo é possivel um valor de analise correcto.

DISCUSSAO

As caracteristicas fundamentais de RIA, ou de qualquer
outra andlise de ligagdo estdo relacionadas com a forga de
ligacio do composto formado (avidez do ligante-ligando),
indicada pelo valor da constante de afinidade K, ou pelo
valor pK (pK=log1/K) "7,

De acordo com Thorell 2e Chard 4, o valor de K devera ser
elevado (em regra superior a 10° 1.mol—') pelo facto das
concentragGes dos reagentes presentes serem muito baixas
(ordem do nanograma ao picograma).

Os valores de K e pK, determinados pelo grafico de Scat-
chard ou pela representagio de Michaelis-Menten s8o simila-
res para cada um dos kits estudados (Quadro 4).
Comparando os valores de K encontrados, constatamos que
este ¢ mais elevado no kit A (1,5 vezes o do kit B e 8 vezes o
do kit C) e que os valores para os kits A e B sdo relativa-
mente proximos, sendo a diferenga entre estes e o kit C
duma ordem de grandeza a valorizar 2+

Em trabalhos anteriores 89, calculdmos a sensibilidade
para cada um dos kits referidos: kit A=2pg/ml, kit
B=4pg/ml e kit C=8pg/ml. A generalidade dos auto-
res 32 considera que a sensibilidade est4 relacionada com o
valor de K e para Thorell um aumento de 10 vezes no valor
de K aumenta a sensibilidade aproximadamente na mesma
propor¢do, ndo havendo qualquer influgncia da actividade
especifica do radioligando. No nosso trabalho, as actividades
especificas sio similares: 1000 uCi/ug para o kit A,
766 uCi/ug para o kit B e 1000 uCi/ ug para o kit C; as sensi-
bilidades de cada um dos kits, variam no mesmo sentido que
os valores de K, mas nfio na razdo sugerida por Thorell.

Berson e Yallow ? definiram sensibilidade em RIA, como a
mais pequena variagdo mensuravel do declive da curva dose-
-resposta, db/d [H], onde b é a percentagem de antigénio
ligado e [H] a concentragio do antigénio; concluiram que a
sensibilidade ¢ limitada pelo valor de K e que é maxima para
db/d [H]=—4K/27.
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Fig. 2—Kit B: a) Curva Padrio
b)Gratico de Scatchard
c)Cutva de saturagio da representagio de Michaelis-

-Menten
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Ll 1 ] L 0 / [l 1 ] 1 L I 1 ] i - L
200 600 1000 1500 P9/ mol 0 4 5 6 7 8 0 18 20 40 60 80
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Fig. 3—Kit C: a)Curva Padrdo .
b)Grafico de Scatchard
c)Curva de saturagio da representa¢iio de Michaelis-
-Menten

Também para Ekins a sensibilidade depende do valor de
K 2. Ekins, define sensibilidade como concentragio minima
do antigénio detectavel ® e afirma que a sensibilidade ¢ igual
a 41/ 2 \/KSVT onde S ¢ a actividade especifica do marca-
dor, V o volume 'da mistura da reac¢io e T o tempo de con-
tagem em minutos.

A determinagio do valor de K é fundamental no estudo e
comparagdo de kits de RIA dando-nos uma informagio da

168

QUADRO 4 —Valores de K e pK para cada um dos kits estudados.

K K pK pK
Grifico Met. Michaelis-
Scatchard -Menten Grifico Met. Michaelis-
1.mol-! 1.mol ! Scatchard -Menten

Kit A 4,12X10!! 4,09x10 1 - 11,61 —11,61

Kit B 2,59%X10! 2,61x10 11 — 11,41 —11,42

Kit C 504X1010 497X 1010 — 10,70 —10,70
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estabilidade dos- complexos formados?. Acessoriamente
indica-nos a concentragdo do anticorpo adequada ou a
usada — gréfico de Scatchard 24P — e a quantidade de anti-
génio presente que determina uma saturagio completa do
anticorpo — Michaelis-Menten 212, Para valores de
150 pg/ml para o kit A, 500 pg/ml para o kit B e 600 pg/ml
para o kit C, a saturagio do respectivo anticorpo € quase
completa e a imprecisio dos doseamentos com resultados
préximos destes valores, para cada um dos kits, serd prova-
velmente muito elevada pelo que ndo devem ser considera-
dos na clinica '82!. No entanto, uma defini¢io correcta da
precisdo de todos os doseamentos implica a construgdo de
perfis de percisdo 22

CONCLUSOES

E simples a determinagio do valor de K em RIA, dado
que pode ser feita a partir de uma curva padrdo, quer pelo
grafico de Scatchard quer pela representagio de Michaelis-
-Menten e estd dentro da capacidade de todos os laboraté-
rios de Quimica Clinica.

Para os kits A e B os valores de K encontrados,
4,12X10" 1.mol—! e 2,59X 10" l.mol—! sdo da mesma
ordem de grandeza e exprimem uma estabilidade do com-
plexo antigénio anticorpo superior a determinada para o kit
C, 5,04X10® I.mol-".

A saturagio completa do anticorpo, verifica-se para con-
centragdes padrdo de antigénio de 150 pg/ml, 500 pg/ml e
600 pg/ml para os kits A, B e C, respectivamente.
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