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RESUMO

Foram descritas as etapas envolvidas na padronizacdo do método de radioimuno-
ensaio para determinagdo dos niveis de hormonio de crescimento no plasma e na hipé-
fise de ratos, mediante técnica do duplo anticorpo. O método baseia-se no desloca-
mento 2pelo hormonio presente na amostra, do horménio marcado radioativamente
com l conjugado com o primeiro anticorpo (soro de macaco anti GH de rato); o
complexo hormonio primeiro anticorpo é precipitado pelo segundo anticorpo (soro de
coelho anti-gama globulina de macaco). O precipitado insoltivel é submetido & con-
tagem radiativa a qual é comparada com uma curva padrio do horménio para verifi-
caciio da concentragfo desta substincia, Foram descritos os processos de obtencdo
do segundo anticorpo, radiciodinacdo do horménio e ‘?urificacﬁ'o do hormonio iodina-
do. Os testes efetuados, apresentaram valores de 70°/o no rendimento da radioiodi-
nxdo e 88.7%/0 de pureza no horménio jodinado. A precipitabilidade méxima do
sistema foi de 84.6°/o, sendo que com dilui¢Ges de 1:250 do hormonio marcado e de
1: 4 x 104 do primeiro anticorpo obteve-se fndice de precipitabilidade de 26.9%/o.
Estes valores sdio bastante satisfatérios em comparagdo aos dados apresentados pela
literatura. A aplicacfo do método. na andlise do GH de plasma e hipéfise de ratos
Wistar adulto-jovens normais forneceu os seguintes valores: 82 * 28 ng/ml e 63 *
15 ng/mg, respectivamente. .
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INTRODUGAO

O interesse pelo conhecimento dos nrveis de hormonio de crescimento
sofreu impulso renovado apés a divulgagao cléssica de Yalow e Berson (1,
2) referente 4 dosagem de hormonios pepfdeos mediante técnica de radio-
imunoensaio. As técnicas de bioensaio até entdo utilizadas, foram demons-
tradas como ndo totalmente especfficas para a molécula do horménio e,
também, de sensibilidade insuficiente para a deteccao dos nfveis sangur-
neos do hormonio de crescimento. Por isso, quando comparado 3s técnicas
de bioensaio e imunoeletroforese o radioimunoensaio apresenta maior sen-
sibilidade e melhor reprodutibilidade de resultados. '

O dese~volvimento satisfatorio da técnica de radioimunoensaio do
hormonio de crescimento é dependente da qualidade qufmica dos reagen-
tes protéicos utilizados e do rendimento dos processos de marcagio e puri-
ficio do hormonio radioactivo e, escolha da quantidades adequadas dos
anticorpos participantes da reagdo.

Este trabalho congrega dados referentes as diversas fases envolvidas na
padronizacdo do método de radioimunoensaio para determinagdo dos ni-
veis de hormonio de crescimento em plasma e hip6fise de ratos, mediante
técnica do duplo anticorpo. O método baseia-se na separacdo da forma
livrte do antigeno da outra forma conjugada com o primeiro anticorpo
(soro de macaco contendo anti-GH de rato). Esta separacdo ¢é realizada
pelo segundo anticorpo (soro de coelho antigamaglobulina de macaco). O
precipitado resultante ¢ formado pelo complexo antfgeno-anticorpo, 0
qual ¢é submetido 4 contagem radiativa. Este método constitui adaptagio
daquele proposto por Greenwood, Hunter e Glover (3) utilizando-se hor-
monio marcado con Na I13! | A participa¢gdo quantitativa dos componentes
da rea¢do foi estabelecida de modo a proporcionar maior sensibilidade do
método associadamente ao menor consumo de cada um dos reagentes.

MATERIAL E METODOS
1. Plasma e Hipdfise

Foram utilizados sangue e hipo6fise de 30 ratos machos da linhagem
Wistar. Os animais foram sacrificados por decapitacio, sem anestesia. O
sangue, proveniente do pescogo foi recolhido em tubo contendo anticos-
gulante (liquémine Roche) e, a seguir, centrifugado 10 minutos a 1,500
rpm. O plasma decantado foi congelado até o momento da anilise.

Apés a decapitagio, o crinio foi aberto e a hip6fise posterior separada
da hipofise anterior “in situ”. Imediatamente ap6s a remogio, a adenohr
[S)éﬁse foi pesada em balanca analftica (Mettler modelo H,; — Zirich,

Wiss).

O tempo foi cronometrado a partir do momento do descolamento d8
hipéfise anterior da sela tiircica. O peso da glindula foi registrado aos dois,
trés, quatro e cinco minutos, para avaliar a perda de peso devida a evapord-
¢do de 4dgua do tecido. Aplicando-se a equacdo da reta aos valores das p¢
sagens sucessivas foi possivel a obtencio do peso da adenchipdfise n0
momento da ressse¢¢ao (tempo zero). .

A extragio do hormonio hipofisirio foi feita de acordo com a técnica
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de Birge et al. (4), com ligeiras modificacGes. Imediatamente apés a pesa-
gem, a hipéfise foi homogeneizada em 0.5 ml de solu¢io NaOH 0.01 N, a
0 — 4°C. O homogeinato foi centrifugado 30 min a 2,500 rpm a 0 —4°C.
Retirou-se al{quota de 0.2 ml do sobrenadante a qual foi dilurda 1:10 com
solugdo de albumina tamponada, constituindo o extrato hipofisério, o
qual foi estocado em congelador (—15°C) até o momento da anilise. A
andlise foi realizada em 6 grupos de extrato (5 hipofises/grupo os quais
foram dilufdos 1:2 x 10* e dosados de acordo com o protocolo final (Ta-
bela 1).

2. Hormonio Padrio e Primeiro Anticorpo

Estas substincias foram gentilmente cedidas pelo NJAMDD (National
Institute of Arthritis, Metabolism and Digestive Diseases) Bethesda, MD,
EUA. As diluigGes dos reagentes foram feitas de acordo com as recomen-
da¢Ges contidas no protocolo enviado (Rat Pituitary Hormone Distribu-
tion Program).

3. Segundo Anticorpo

O segundo anticorpo foi obtido a partir do sangue de coelhos imuniza-
dos por injecoes subcutineas, de solugcdo contendo 20 mg de gama-globu-
lina de Maccacus rbesus, em solugdo de NaCl 0.99/0, formando mistura em
partes iguais com o adjuvante de Freund completo. A mistura foi acrescida
de uma gota de penicilina e uma gota de estreptomicina. O controle de
sensibilizac@o dos coelhos foi feito pela andlise peri6dica dos anticorpos
existentes no soro mediante técnica de imunodifusio ap6s precipitacio
protéica pelo sulfato de amonio. As imuniza¢Ges foram realizadas inicial-
mente, a cada 15 dias até o obtencdo de tftulos de anticorpos em nfveis sa-
tisfatérios e, a seguir, a frequéncia de imuniza¢@o passou a ser mensal, com
njecdo de 8 mg de gamaglobulina. Apés o estabelecimento de nfveis ade-
quados de anticorpos, a sangria dos coelhos era realizada em intervalos de
7-10 dias ap6s a ultima imunizagdo.

4. Radioiodinagdo do Hormonio

Apoés sucessivas iodina¢Ges estabeleceram-se as seguintes proporgdes
entre os reagentes: 1 mCi 225 (> 150 mCi/mg), 100 ul tampdo fosfato
0.05 M, 25 ul solugdo de GH (200 ng/ml), 20 ul solugFo cloramina T (2.6
mg/ml) em tampdo fosfato 0.05 M, 50 ul solucdo metabissulfito de sodio
(4.85 mg/ml) em tamp8o fosfato 0.05 M, 100 ul solucdo KI (10 mg/ml)
¢m tampao fosfato 0.05 M e uma gota de plasma humano misturado com
zul de bromofenol (plasma azul).

S. Putificagdo do Horménio Iodinado

. Em tempo ndo superior a quatro minutos a partir da iodina¢3o, a solu-
§20 contendo o horménio iodinado foi aplicada em una coluna de Sepha-
dex G-100 (pharmacia - Uppsala - Sweden), 23 x 0.8 cm previamente satu-
"ada com 2 ml da solucdo de albumina sérica bovina 20/o seguida pela
Passagem de 1 ml de K1, 10 mg/ml. Ap6s aplicacio do horménio a coluna



TABELA 1

PROTOCOLO FINAL PARA DOSAGEM DO HORMGNIOIDE CRESCIMENTO EM AMOSTRAS DE PLASMA
E EXTRATO HIPOFISARIO DE RATOS

Horm, padrio Ac, Horm, Ac, Heparina
Tubo Tampéo ou amostra (1:10%) iodinado (1:4x10%) (1,000 “Carrier” Ac,
No. Ml ul ui M USP/ml) (1:500) mt
CT 1- 2 - - - 50 - - - -
LNE 3- 4 350 - - 50 - 25 50 1590
5- 6 200 - 100 50 50 25 50 150
7- 8 300 - - 50 50 25 50 150
9-10 200 100 (0.125)* - 50 50 25 50 150
11-12 200 100 (0.25)
13-14 200 100 (0.50)
15-16 200 100 (1.0)
17-18 200 100 (2.0)
19-20 200 100 (4.0)
Plasma 21-22 290 10
Extrato 23 - 24 200 100
hip6fise
CT = Contagem total.
LNE = Ligag80 n@o especifica.
Tampdao = Tampio fosfossalino pH= 7,6 contendo EDTA 0.025 M e albumina sérica bovina 1%o,
Ac; = Primeiro anticorpo.
Ac; = Segundo anticorpo.
“Carrier” = Soro de M. rhesus.

*
* Kk

= Previamente diluido 1:2 x 10%,

Quantidade de hormonio (ng) contendo em 100 ul.

ove

NOIJIHLNN 30 SONVOIHIWVONILYT SOAIHOYV



VOL. XXXIV (JUNIO, 1984) No. 2 347

foi elufda com tampdo barbital 0.05 M concomitantemente com a coleta
de fracoes de 0.5 ml em tubos contendo uma gota de solugdo de albumina
sérica bovina 159/0 dilutda em tamp%o barbital 0.05 M.

As fragdes foram submetidas ao contador de radiagiio gama tipo pogo
(Siemens do Brasil). De um modo geral, obtém-se trés picos radjoativos: o
primeiro corresponde ao agregado polipept(deo, material de pouca imuno-
reatividade; o segundo, corresponde a0 hormoénio de crescimento radio-
iodinado, a ser usado no radioimunoensaio, e, 0 terceiro, contém as molé-
culas menores. O material correspondente ao primeiro e ao terceiro picos
foram desprezados. ‘

6. Testes do Rendimento da Iodinacado e da Pureza do Horménio Iodinado

Em tubos de ensaio separados contendo alfquota do horménio iodina-
do ndo purificado ou amostras das fracGes purificadas de maior contagem
radioativa (20. pico) diluidas 1/250 com tampao fosfato 0.05 M, foram
adicionados (a cada um dos tubos): 2.4 ml de tamp3o fosfossalina e 0.5 ml
de solugdo de carvdo Norit A, 100 mg/ml em tamp3o barbital 0.05 M. As
soluces foram imediatamente agitadas durante um minuto e centrifuga-
das 15 minutos a 1,000 rpm. Os sobrenadantes e precipitados foram sub-
metidos & contagem radioativa.

A percentagem do rendimento da iodinacdo foi calculada a partir da
relagBio entre as contagens do precipitado e as do precipitado + sobrena-
dante, obtidas da amostra nao purificada. A percentagem da pureza das
fragdes coletadas foi obtida pela relagao acima aplicada nas amostras puri-
ficadas, isto é, que passaram pela coluna de Sephadex.

1. Teste da Precipitabilidade do Hormonio Iodinado e Escolba da Dilui-
¢80 do Primeiro Anticorpo :

Para este teste faz-se reagir hormonio de crescimento iodinado em di-
luicBes diferentes (1:100; 1:250 e 1:500) com o primeiro anticorpo em
vérias diluigGes (1:10%; 1:10%; 1:2x10%*; 1:4x10* e 1:8x10*) na presenca
de quantidades fixas de heparina (25 ul de solucdo 1,000 USP/ml), “car-
rier” (50 ul de solug@o 1:500) e, excesso de segundo anticorpo n@o diluf-
do (200 ul). A adig3o dos reagentes é feita na ordem descrita completan-
do-se 0 volume final para 725 ul com tamp3o fosfato pH 7.6 contendo
EDTA. Apé6s a adi¢do do primeiro anticorpo os tubos sio mantidos a 4°C
durante 3 dias sendo a seguir acrescentados os demais reagentes; o ensaio é
entio incubado durante 24 horas (a 4°C). Encerrada esta fase, os tubos
820 centrifugado 30 min a 2,500 rpm, 4°C. O precipitado é ressuspenso
em 0.5 ml de tamp3o fosfossalino contendo EDTA e novamente centrifu-
gado nas mesmas condi¢des anteriores. O precipitado contém o horménio
loginado precipitado na reacdo, cuja detec¢do é feita mediante contagem
radiativa.

No protocolo proposto foram inclufdos ainda tubos contendo apenas
0 hormaénio iodinado {em diferentes diluices) e, também, tubos contendo
um dos pontos da curva-padrio de GH (0.25 mg/ml) associadamente a di-
luicdes diferentes do horménio iodinado e do primeiro anticorpo. No pri-
Meiro caso as contagens ilustram a radiacfo de cada uma das dilui¢3es uti-

adas e no segundo caso as contagens possibilitam avaliar antecipadamen-
te o decaimento a ser mostrado pela curva padrio completa.
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A observagdo de percentagem elevadas de precipitibilidade co sistema
com a inclusdo do primeiro anticorpo concentrado (1.10%) oferece a segu-
ranga da imunoreatividade dos reagentes. A dilui¢do do primeiro anticorpo
recomendada para uso futuro é aquela correspondente d precipitabilidade
de 20 - 400/0 do hormdnio radioiodinado presente na reag@o.

8. Escolba da Quantidade do Segundo Anticorpo

Para a escolha do volume adequado do segundo anticorpo faz-se reagir
quantidades crescentes do mesmo com concentragoes fixas, anteriormen-
te definidas do hormonio iodinado (1:250) e primeiro anticorpo (1:4x10%)
até a obtencdo da precipitabilidade médxima do sistema.

9. Protocolo de Dosagem

O método de dosagem dos nfveis de horménio de crescimento de plas-
ma e hip6fise de ratos obedeceu o protocolo contido na Tabela 1. Os tu-
bos 1 e 2 contém apenas o hormonio radioiodinado fornecendo, portanto,
apenas a radiacdo total do sistema. Os tubos 3 e 4 nao contém 1o. anticor-
po, portanto medem a liga¢do ndo imunol6gica servindo com “background”
da reag@o. Os tubos 5 e 6 contém excesso do 10. anticorpo servindo para
avaliar a precipitabilidade maxima do sistema. Os tubos 7 e 8 constituem
o zero da curva padrdo, isto é, ndo contém hormonio padrao nem amostra.
Os tubos de Nos. 9 a 20 contém hormdnio padrao nas concentracSes
0.125; 0.25; 0.50; 1.0; 2.0 e 4.0 ng/ml. Os tubos seguintes contém plasma
ou extrato hipofis4rio (1:2x10%) correspondente ao agrupamento de cinco
hipofises. A sequéncia da adi¢io dos reagentes obedeceu i disposigdo
mencionada na Tabela 1.

Apbs a adi¢lio do primero anticorpo o sistema foi incubado a 4°C du-
rante 3 dias e mantido nestas condi¢Ges por mais 24 horas apés o acrésci-
mo do segundo anticorpo. A seguir, os tubos sofreram o seguinte processa-
mento:

— centrifugacdo a 2,000 rpm durante 30 minutos a 4°C;

— decantagio do sobrenadante e ressuspensao do precipitado com

0.5 ml de tampa@o fosfossalina contendo EDTA e albumina bovina;

— repeticdo da centrifugag@o; _

— decanta¢@o do sobrenadante e contagem radioativa do precipitado.

Todas as determina¢Ges foram feitas em duplicata e o valor apresenta-
do corresponde 4 média aritmética das duplicatas.

10. Calculo dos Resultados

As contagens obtidas nos tubos 3 - 4 (Tabela 1) sdo consideradas
“background” e sdo subtrafdas das contagens dos demais tubos. Uma cur-
va-padrio é constitufda a partir dos valores obtidos dos tubos 7 - 20 (Figura
1). O conteiido de GH da amostra é determinado diretamente a partir da
curva padrio pela aplicagdo do fator de correcZo correspondente 3 dilu-
¢do sofrida pela amostra.

11. Soludes Tampoes

Tampao fosfato 0.5 M, pH 7.6 — para volume final de 1,000 m! dissol
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FIGURA 1

Curva padrio para determinag@io de hérmonio de crescimento de rato

ver em 4gua gestilada 9.44 g NaH,PO,. H,0 e 61.36 g Na, HPO, anidro,
adicionar 0.1°/0 de mertiolate e acertar pH com NaOH 10 N.

Tampio fosfato 0.05 M pH 7.6 — Diluir 1:10 a solucio anterior e
certar pH se necessdrio, com Na OH 10 N.

Tampao fosfato 0.01 M pH 7.6 — Idem anterior diluindo a solugio
0.05 M 1:50,

Tamptio fosfossalino contendo albumina (fosfato 0.01 M. NaQl 0.15
M, albumina bovina 1°/o, pH 7.6) — Para volume final de 3,000 ml dissol-
ver em 4gua destilada 0.564 g NaH, PO, H-0, 3.678 g Na, HPO, anidro,
26.301 g NaCl e 30 g albumina sérica bovina, adicionar 0.10/0 de mer-
tiolate e acertar pH com NaOH 10 N.

Tamp3o fosfossalina contendo EDTA (Fosfato 0.01 M, NaCl 0.15 M,
albumina bovina 10/0, EDTA 0.025 M, pH 7.6) — Idem tamp3o anterior
ddicionando 9.5 g de EDTA /litro. Acertar o pH com NaOH 10 N,

~ Tampdo barbital 0.05 M, pH 8.6 — Para volume final de 1,000 ml
dissolver em 4gua destilada 9.21 g barbital e 1.65 g NaOH. Acertar o pH
com NaOH 10 N.

Todos os reagentes utilizados foram preparados a partir de substincias

Puras, pré-andlise (P. A.).
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RESULTADOS

1. Testes de Rendimiento da Iodinagdo e da Pureza do Horménio
Iodinado

Os resultados observados encontram-se na Tabela 2, notando-se a
obtencdo de 700/0 no rendimento da radioiodinac@o e 88.70/0 de pureza
no hormonio iodinado.

2. Teste da Precipitabilidade do Hormonio Iodinado, Escolba da Diluigio
do Primeiro Anticorpo e da Quantidade do Segundo Anticorpo

Durante os experimentos verificou-se que a precipitabilidade maxima
do sistema (excesso de primeiro anticorpo) foi de 84.60/0 sendo que as
diluicBes adequadas para os reagentes foi de 1:250 para o horménio mar-
cado e de 1: 4 x 104 para o primeiro anticorpo, que corresponderam a
uma precipitabilidade de 26.90/0 para o sistema completo. O volume ade-
quado do segundo anticorpo foi 150 ul além do que a precipitabilidade do
sistema manteve-se inalterada.

3. Valores Obtidos em Animais Normais

O protocolo final de dosagem apresentou curva padrio do tipo mos-
trado na Figura 1. Mediante a aplicacdo desta técnica foram determinados
os teores de hormdnio de crescimento na hipéfise e no plasma de 30 ratos
machos adultos Wistar (233 — 364 g) alimentados ad libitum com dieta
controle (200/0 caseina). Os valores de GH obtidos foram 82 * 28 (média
t desvio padrdio ) ng/ml para o plasma e 63 * 15 ng/mg para a hipéfise.

TABELA 2

~
VALORES DOS TESTES DE RENDIMENTO DA IODINAS!AO E PUREZA DO
HORMONIO IODINADO

Contagens (cpm/10 min) -
FragGes Antes da Apdés a purificacdo ——
purificagio praeyo Fragio Fragfo
1 2 8
Sobrenadante (S) 22,812 3,333 3,592 4,265
Precipitado (P) 53,858 23,237 28,411 27,790
, * kk 19/0
Relagdo ST 700/0 87.49/0 88.79/0 86.79/

e

* Rendimento da iodinagdo.
** Pureza do hormonio iodinado.
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DISCUSSAOQ

A extracdo do hormdnio de crescimento da hip6fise, para fins de bio-
ensaio, tem sido realizada por homogeneizacao em solugao salina com pH
alcalino (5-11). Birge et al. (4), ao estudar as condigGes 6timas para extra-
¢do do hormonio, compararam a homogeneiza¢ao de hip6fises em hidréxi-
do de sédio, 4cido acético e tampao fosfossalino pH 7.6 e verificaram me-
thor extragao com solucdo de hidréxido de sédio.

A iodinacdo do hormonio foi realizada pela técnica de Hunter e
Greenwood (12), e Greenwood, Hunter e Glover (3) com as seguintes mo-
dificagGes: diminui¢do da quantidade de cloramina T e emprego de 1125
em substituic@o ao I**!, A substituicdo do is6topo radioativo foi procesida
em funcio do P*! apresentar vida média relativamente curta, criando in-
convenientes para sua utilizac%o em métodos de radioimunoensaio. Por
outro lado, o is6topo a ser utilizado deve apresentar elevada atividade es-
pecifica uma vez que a quantidade da substincia marcada isotopicamente
deve ser pequena em relacdo a propor¢dao com o horménio nio marcado e,
além disso, a diluicio do hormonio iodinado deve ser suficientemente
grande (1).

A purificagio do hormonio iodinado foi feita em coluna de Sephadex
G 100 (tamanho da particula= 40 — 120 u) por permitir o fracionamento
de peptideos e proternas de peso molecular 4,000 — 100,000. Esta faixa
inclii a fracdo imunologicamente ativa do horménio de crescimento de
rato a0 mesmo tempo que o tamanho da particula do Sephadex permite
velocidade de escoamento das fracGes hormonais dentro do tempo de 20
minutos preconizado por Greenwood, Hunter e Glover (3).

A literatura refere que a precipitabilidade mdxima do hormonio iodi-
nado (o que ocorre em presenca de excesso de primeiro anticorpo) deve
ser entre 50 a 609/0 (16) ou superior (17) e que, para o ensaio final, o an-
ticorpo deve ser diluifdo até concentragio suficiente para precipitar 35 a
5590, 15 a 3090 (14) ou cerca de 259/0 (18) da atividade total presente
no sistema. No presente trabalho a precipitabilidade m4xima chegou a
atingir 88.79/0 e diluicdo de 1:4x10* do primeiro anticorpo foi capaz de
precipitar 26.99/0 da radioatividade total do sistema.

O tampao fosfossalino contendo albumina sérica bovina e EDTA
acrescido de azida sodica foi utlizado no sistema seguindo-se recomenda-
¢Bes do NIAMDD. Apesar do EDTA reduzir a radioatividade do precipita-
do e diminuir a inclinagdo inicial da curva padrio (14), é aconselhado o
seu uso, com a finalidade de inativar o “inibidor” presente no plasma que
interfere com a precipitacfo do sistema de duplo anticorpo (19, 20).

Segundo alguns autores os antfgenos padrio e amostras a serem dosa-
dos devem ser preparados em plasma, desprovido de antfgeno contendo os
mesmos componentes, no mesmo tipo de diluente, para se evitar variagdo
de resultados devida a fatores inespectficos como composi¢@o idnica, pH,
Concentracdo de protefnas e outros. Entretanto, tem sido referido que,
desde que a sensibilidade do método é adequada para medidas hormonais
em pequenos volumes de plasma, ou entiio, em dilui¢Ges plasméticas supe-
fores a 1:10, os efeitos ndo especfficos apresentam-se usualmente ausen-
tes; nestas condicdes, preparagdes dos padrdes do horménio em tampao
Contendo albumina sérica, geralmente, fornecem curvas-padrdo semelhan-
tes Aquelas correspondentes a padrdes preparados em plasma desprovido
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de hormonio (2, 21). Assim, optou-se por utilizar no presente experimen-
to: a) padrSes dissolvidos em solugio tampdo contendo albumina sérica
bovina e b) volume pequeno de amostras de plasma (10 pl) e diluigao ele-
vada do extrato hipofisirio, ajustados de modo adequado para que o de-
caim;nto obtido fornecesse leituras em pontos mais sensfveis da curva-
adrdo.

P Os niveis plasmaticos do hormonio de crescimento de ratos referidos
pela literatura, quando dosados por radicimunoensaio, pela técnica do
duplo anti-corpo, s3o varidveis, dependendo de uma série de fatores.
Assim, s30 mencionados os efeitos do sexo (22), da temperatura (9, 23,
24), manipulacao dos animais (25), hor4rio da colheita do sangue (11),
stress (23, 26-28), sistema de colheita do sangue (22, 25) e do emprego de
anestésicos (23, 25) sobre o nfvel do hormdnio circulante. Os nifveis mé-
dios do hormdnio plasm4tico citados nos trabalhos acima variam de 20,0 £
6.0 2 94.3 + 17.3 ng/ml. Entretanto, os dados individuais variaram desde
concentracdes insignificantes até cerca de 260 ng/ml. Os valores obtidos
no presente experimento para ratos normais se aproximam dos citados por
Schalch e Reichlin (22), verificados em condiges esperimentais semelhan-
tes.

Os niveis do hormdnio de crescimento, na hipé6fise de ratos, relatados
pela literatura, também s3o varidveis (4, 9, 11, 29, 30). Sdo assinalados co-
mo causas de variagiio, a idade e o sexo dos animais (4, 29) e o hordrio da
retirada da hipéfise (11). Os teores de hormonio de crescimento hipofisé-
rio verificados no presente trabalho s@o similares aos resultados observados
por Birge et al. (4) e Burek e Frohman (29) ao se considerarem animais de
pesos semelhantes,

SUMMARY

RAT PITUITARY AND PLASMA GROWTH HORMONE LEVELS,
STANDARDIZATION OF DOUBLE ANTIBODY RADIOIMMUNOASSAY
(USING *2°I.LABELLING).

Bioassay techniques are not sufficiently sensitive to measure plasma growth
hormone nor are they entirely specific for the growth hormone molecule. Al
these requirements are fulfilled by the radicimmunoassay technique. Successful
performance of the GH radioimmunoassay technique is dependent upon the
good quality of the protein reagents (antibodies)used and the great care taken in
handling both the reagents and the labelled hormone. The described method
is based on displacement of the radioiodinated (*2°I) hormone bound to the first anti-
body (Ab; = monkey serum anti-rat’s GH) by the sample hormone. The hormone Ab;
complex is precipitated by the Ab, (rabbit serum anti-monkey gammaglobulin). The
radiation of the insoluble precipitate is then counted and the hormone quantitated
through a standard curve, In the present paper we dealt with Ab, obtention, hormone
radiolabelling, and the purification of the radioiodinated hormone, The accomplished
specific tests showed values of 7090 for the hormonal radioiodination efficiency, with
88.7%0 of the processed hormone heing recovered in the pure state. The highest pre-
cipitability value of the system was 84,6%0 whereas using optimal dilutions of the
labelled-hormone (1:250) and Ab, (1:4x10%) this value achieved 26.99%0. Thest
results are very much in agreement with those notified in the literature. Applying the
present protocol to the analysis of plasma-and anterior-pituitary-gland-GH content
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from young-adult Wistar male rats kept on normal feeding schedule and rest conditions
the values obtained were 82 * 28 ng/ml (plasma) and 63 15 ng/mg (pituitary), re-
spectively.
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