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RESUMO

Foram descritas as etapas envolvidas na padroniza^ao do método de radioimuno- 
ensaio para determina^So dos níveis de hormónio de crescimento no plasma e na hipó- 
fise de ratos, mediante técnica do duplo anticorpo. O método baseia-se no dedoca- 
mento, pelo hormónio presente na amostra, do hormónio marcado radioativamente 
com I conjugado com o primeiro anticorpo (soro de macaco anti GH de rato); o 
complexo hormónio primeiro anticorpo é precipitado pelo segundo anticorpo (soro de 
coelho anti-gama globulina de macaco). O precipitado insolúvel é submetido ¿ con- 
tagem radiativa a qual é comparada com urna curva padrao do hormónio para verifi- 
catfío da concentra^So desta substancia. Foram descritos os processos de obten^ao 
do segundo anticorpo, radioiodinacSo do hormónio e purifíca?tíb do hormónio iodina- 
do. Os testes efetuados, apresentaram valores de 70 /o no rendimento da radioiodi- 
na(áo e 88.7°/o de pureza no hormónio iodinado. A precipitabilidade máxima do 
sistema foi de 84.6°/o, sendo que com diluid oes de 1:250 do honnónio marcado e de 
1: 4 x 104 do primeiro anticorpo obteve-se índice de precipitabilidade de 26.9°/o. 
Estes valores sao bastante satisfatórios em compara^So aos dados «presentados pela 
literatura. A aplicado do método na análise do GH de plasma e hipófise de ratos 
Wistar adulto-jovens normáis fomeceu os seguintes valores: 82 ± 28 ng/ml e 63 ± 
15 ng/mg, respectivamente.
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INTRODUJO

O interesse nelo conhecimento dos níveis de hormónio de crescimento 
sofreu impulso renovado após a divulga^ao clàssica de Yalow e Berson (1, 
2) referente à dosagem de hormònios pepideos mediante técnica de radio- 
imunoensaio. As técnicas de bioensaio até entao utilizadas, foram demons­
tradas como nao totalmente específicas para a molécula do hormònio e, 
também, de sensibilidade insuficiente para a detec^ao dos níveis sanguí­
neos do hormònio de crescimento. Por isso, quando comparado às técnicas 
de bioensaio e imunoeletroforese o radioimunoensaio apresenta maior sen­
sibilidade e melhor reprodutibilidade de resultados.

O dese '.volvimento satisfatório da técnica de radioimunoensaio do 
hormònio de crescimento é dependente da qualidade química dos reagen­
tes protéicos utilizados e do rendimento dos processos de marcarlo e puri­
ficalo do hormònio radioactivo e, escolha da quantidades adequadas dos 
anticorpos participantes da reatao.

Este traballio congrega dados referentes às diversas fases envolvidas na 
padronizacao do método de radioimunoensaio para determina^aó dos ní­
veis de hormònio de crescimento em plasma e hipófise de ratos, mediante 
técnica do duplo anticorpo. O método baseia-se na separalo  da forma 
livre do antígeno da outra forma conjugada com o primeiro anticorpo 
(soro de macaco contendo anti-GH de rato). Esta separa lo  é realizada 
pelo segundo anticorpo (soro de coelho antigamaglobulina de macaco). 0  
precipitado resultante é formado pelo complexo antígeno-anticorpo, o 
qual é submetido à contagem radiativa. Este método constituí adapta? ao 
daquele proposto por Greenwood, Hunter e Glover (3) utilizandole hor­
mònio marcado con Na I131. A participado quantitativa dos componentes 
da rea?ao foi estabelecida de modo a proporcionar maior sensibihdade do 
método associadamente ao menor consumo de cada um dos reagentes.

MATERIAL E METODOS

1. Plasma e Hipófise

Foram utilizados sangue e hipófise de 30 ratos machos da linhagem 
Wistar. Os animais foram sacrificados por decapitaçao, sem anestesia. 0  
sangue, proveniente do pescoço foi recolhido em tubo contendo anticoa­
gulante (liquémine Roche) e, a seguir, centrifugado 10 minutos a 1,500 
rpm. O plasma decantado foi congelado até o momento da análise.

Após a decapitaçao, o cranio foi aberto e a hipófise posterior separada 
da hipófise anterior “in situ”, ¡mediatamente após a remoçâo, a adenohi* 
pófise foi pesada em balança analítica (Mettler modelo H1S — Zürich , 
Swiss).

O tempo foi cronometrado a partir do momento do descolameirto da 
hipófise anterior da sela túrcica. O peso da glándula foi registrado aos dois, 
très, quatro e cinco minutos, para avaliar a perda de peso devida à evapora- 
çâo de água do tecido. Aplicando-se a equaçâTo da reta aos valores das po- 
sagens sucessivas foi possível a obtençao do peso da adenohipófise no 
momento da ressseççao (tempo zero).

A extraçao do hormònio hipofisário foi feita de acôrdo com a técnica
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de Birge et al. (4), com ligeiras m odificares. Imediatamente após a pesa- 
gem, a hipófise foi homogeneizada em 0.5 mi de so lu to  NaOH 0.01 N, a
0 -  4°C. O homogeinato foi centrifugado 30 min a 2,500 rpm a 0 — 4°C. 
Retirou-se alíquota de 0.2 mi do sobrenadante a qual foi diluida 1:10 com 
solufao de albúmina tamponada, constituindo o extrato hipofisário, o 
qual foi estocado em congelador (—15°C) até o momento da análise. A 
análise foi realizada em 6 grupos de extrato (5 hipófises/grupo os quais 
foram diluidos 1:2 x 104 e dosados de acordo com o protocolo final (Ta- 
bela 1).

2. Hormonio Padrao e Primeiro Antícorpo

Estas substáncias foram gentilmente cedidas pelo NIAMDD (National 
Institute of Arthritis, Metabolism and Digestive Diseases) Bethesda, MD, 
EUA. As dih»9bes dos reagentes foram feitas de acordo com as recomen­
d a o s  contidas no protocolo enviado (Rat Pituitary Hormone Distribu- 
tion Program).

3. Segundo Antícorpo

O segundo antícorpo foi obtido a partir do sangue de coelhos imuniza- 
dos por inje9oes subcutáneas, de solufao contendo 20  mg de gama-globu­
lina de Maccacus rhesus, em soh^ao de NaCl 0.9°/o, formando mistura em 
partes iguais com o adjuvante de Freund completo. A mistura foi acrescida 
de urna gota de penicilina e urna gota de estreptomicina. O controle de 
sensibiliza9ao dos coelhos foi feito pela análise periódica dos anticorpos 
existentes no soro mediante técnica de imunodifusao após precipita9ao 
protéica pelo sulfato de amonio. As imuniza9oés foram realizadas inicial­
mente, a cada 15 dias até o obten^ao de títulos de anticorpos em níveis sa- 
tisfatórios e, a seguir, a frequéncia de imuniza9ao passou a ser mensal, com 
inje9?o de 8 mg de gamaglobulina. Após o estabelecimento de níveis ade- 
quados de anticorpos, a sangría dos coelhos era realizada em intervalos de
1 - 10 dias após a última imuniza9áo.

4. Radioiodinafffo do Hormonio

Após sucessivas iodina9oés estabeleceram-se as seguintes propor9oes 
entre os reagentes: 1 mCi I125 (> 150 mCi/mg), 100 ¡A tampáo fosfato 
0.05 M, 25 /ul solu9ao de GH (200 ng/ml), 20 pl S0IU9J0 cloramina T (2.6 
mg/ml) em tampáo fosfato 0.05 M, 50 m1 soh^áo metabissulfito de sodio 
(4.85 mg/ml) em tampáo fosfato 0.05 M, 100 m1 solu9§o KI (10 mg/ml) 
em tampáo fosfato 0.05 M e urna gota de plasma humano misturado com 
azul de bromofenol (plasma azul).

5- PurificafSó do Hormonio Iodinado

_ Em tempo nao superior a quatro minutos a partir da iodina9áo, a solu­
t o  contendo o hormonio iodinado foi aplicada em una coluna de Sepha- 
dex G-100 (pharmacia - Uppsala - Sweden), 23 x 0.8 cm previamente satu­
r a  com 2 mi da solu9ao de albúmina sérica bovina 2<>/o seguida pela 
psssagem de 1 nú de KI, 10 mg/ml. Após aplica9fo do hormonio a coluna



T A B E L A 1

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

Tubo
No.

Tampao
M»

Horm. padráo 
ou amostra 

tx 1

Acj
(1:103)

Mi

Horm.
iodinado

Mi

Acj
(l:4x l04)

Mi

Heparina
(1,000

USP/ml)
“Carrier”
(1:500)

Ac2
Mi

CT 1- 2 _ __ _ 50 . _
LNE 3 - 4 350 — — 50 — 25 50 150

5 - 6 200 — 100 50 50 25 50 150
7- 8 300 — — 50 50 25 50 150
9 -1 0 200 100 (0.125)* — 50 50 25 50 150

11 ■ 1-2 200 100 (0.25)
1 3-14 200 100 (0.50)
15-16 200 100 (1.0)
1 7 -18 200 100 (2.0)
1 9 -2 0 200 100 (4.0)

Plasma 2 1-22 290 10
Extrato 2 3-24 200 100
hipófise

CT = Contagem total.
LNE = Liga^ao nao específica.

Tampáo = Tampao fosfossalino pH= 7,6 contendo EDTA 0.025 M e albúmina sérica bovina l^o.
Ací = Primeiro antícorpo.
Ac2 = Segundo antícorpo.

“Carrier” = Soro de M. rhesus.
* = Quantidade de hormónio (ng) contendo em 100 jul.

** *= Previamente diluido 1:2 x 104 .
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foi eluída com tampao barbital 0.0S M concomitantemente com a coleta 
de frafoes de 0.5 mi em tubos contendo urna gota de s o lu to  de albúmina 
sérica bovina 15°/o diluida em tampSo barbital 0.05 M.

As fraudes foram submetidas ao contador de radia^ao gama tipo poqo 
(Siemens do Brasil). De um modo geral, obtém-se tres picos radioativos: o 
primeiro corresponde ao agregado polipeptfdeo, material de pouca imuno- 
reatividade; o segundo, corresponde ao hormónio de crescimento radio- 
iodinado, a ser usado no radioimunoensaio, e, o terceiro, contém as molé­
culas menores. O material correspondente ao primeiro e ao terceiro picos 
foram desprezados.

6 . Testes do Rendimento da lodinafao e da Pureza do Hormonio Iodinado

Em tubos de ensaio separados contendo aliquota do hormonio iodina­
do nío purificado ou amostras das fra$5es purificadas de maior contagem 
radioativa (2o. pico) diluidas 1/250 com tampao fosfato 0.05 M, foram 
adicionados (a cada um dos tubos): 2.4 mi de tampao fosfossalina e 0.5 mi 
de S0U19S0  de carvSo Norit A, 100 mg/ml em tampao barbital 0.05 M. As 
solu^oes foram imediatamente agitadas durante um minuto e centrifuga­
das 15 minutos a 1 ,000  rpm. Os sobrenadantes e precipitados foram sub- 
metidos á contagem radioativa.

A percentagem do rendimento da iodina^áo foi calculada a partir da 
relagSo entre as contagens do precipitado e as do precipitado +  sobrena­
dante, obtidas da amostra nao purificada. A percentagem da pureza das 
fragOes coletadas foi obtida pela rela^ao aeima aplicada ñas amostras puri­
ficadas, isto é, que passaram pela coluna de Sephadex.
7. Teste da Precipitabüidade do Hormónio Iodinado e Escolha da Dilui-

fJo do Primeiro Anticorpo

Para este teste faz-se reagir hormonio de crescimento iodinado em di- 
luifOes diferentes (1:100; 1:250 e 1:500) com o primeiro anticorpo em 
várias diluifóes (1:103 ; 1:104 ; l :2 x l0 4; 1:4x1o4 e 1:8x104) na presenta 
de quantidades fixas de heparina (25 ¡A de so lu to  1,000 USP/ml), “car- 
rier” (50 pl de soluqlo 1:500) e,excesso de segundo anticorpo ri3o dilui­
do (200 ¡ú). A adÍ9§o dos reagentes é feita na ordem descrita completan- 
do-se o volume final para 725 jul com tampüo fosfato pH 7.6 contendo 
EDTA. Após a adÍ93o do primeiro anticorpo os tubos s3o mantidos a 4°C 
durante 3 dias sendo a seguir acrescentados os demais reagentes; o ensaio é 
entao incubado durante 24 horas (a 4°C). Encerrada esta fase, os tubos 
sao centrifugado 30 min a 2,500 rpm, 4°C. O precipitado é ressuspenso 
em 0.5 mi de tampSo fosfossalino contendo EDTA e novamente centrifu­
gado ñas mesmas condÍ90es anteriores. O precipitado contém o hormónio 
iodinado precipitado na rea9áo, cuja detec9üo é feita mediante contagem 
radiativa.

No protocolo proposto foram incluidos ainda tubos contendo apenas 
o hormónio iodinado (em diferentes diluifGes) e, também, tubos contendo 
um dos pontos da curva-padrao de GH (0.25 mg/ml) associadamente a di­
firieses diferentes do hormónio iodinado e do primeiro anticorpo. No pri­
meiro caso as contagens ilustram a radiafSo de cada urna das diluigóes uti­
lizadas e no segundo caso as contagens possibilitam avaliar antecipadamen- 
k  odecaimento a ser mostrado pela curva padráo completa.
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A observado de percentagem elevadas de precipitibilidade co sistema 
com a inclusáo do primeiro antícorpo concentrado (1.103) oferece a segu­
ra b a  da imunoreatividade dos reagentes. A diluido do primeiro antícorpo 
recomendada para uso futuro é aquela correspondente á precipitabilidade 
de 20 - 40o/o do hormonio radioiodinado presente na reagáo.

8. Escolha da Quantidade do Segundo Antícorpo

Para a escolha do volume adequado do segundo antícorpo faz-se reagir 
quantidades crescentes do mesmo com concentragóes fixas, anteriormen­
te definidas do hormonio iodinado (1:250) e primeiro antícorpo (1:4xl04) 
até a obtengáo da precipitabilidade máxima do sistema.

9. Protocolo de Dosagem

O método de dosagem dos níveis de hormónio de crescimento de plas­
ma e hipófise de ratos obedeceu o protocolo contido na Tabela 1. Os tu­
bos 1 e 2 contém apenas o hormonio radioiodinado fomecendo, portanto, 
apenas a radiagáo total do sistema. Os tubos 3 e 4 nao contém lo . antícor­
po, portanto medem a ligagáo náo imunológica servindo com “background” 
da reagáo. Os tubos 5 e 6 contém excesso do lo . antícorpo servindo para 
avaliar a precipitabilidade máxima do sistema. Os tubos 7 e 8 constituem 
o zero da curva padráo, isto é, náo contém hormónio padráo nem amostra. 
Os tubos de Nos. 9 a 20 contém hormónio padráo ñas concentragóes 
0.125; 0.25; 0.50; 1.0; 2.0 e 4.0 ng/ml. Os tubos seguintes contém plasma 
ou extrato hipofisário (1 :2xl04) correspondente ao agrupamento de cinco 
hipófises. A sequéncia da adigáo dos reagentes obedeceu á disposigao 
mencionada na Tabela 1.

Após a adigáo do primero antícorpo o sistema foi incubado a 4°C du­
rante 3 dias e mantido nestas condigóes por mais 24 horas após o acrésci- 
mo do segundo antícorpo. A seguir, os tubos sofreram o seguinte processa- 
mento:

— centrifugagao a 2,000 rpm durante 30 minutos a 4°C;
— decantagáo do sobrenadante e ressuspensao do precipitado com 

0.5 mi de tampáo fosfossalina contendo EDTA e albúmina bovina;
— repetigáo da centrifugagao;
— decantagáo do sobrenadante e contagem radioatíva do precipitado. 
Todas as determinagoes foram feitas em duplicata e o valor apresenta-

do corresponde á média aritmética das duplicatas.

10. Cálculo dos Resultados

As contagens obtídas nos tubos 3 - 4  (Tabela 1) sao consideradas 
“background” e sao subtraídas das contagens dos demais tubos. Umacur- 
va-padráo é constituida a partir dos valores obtidos dos tubos 7 -2 0  (Figura 
1). O conteúdo de GH da amostra é determinado diretamente a partir da 
curva padrao pela aplicagáo do fator de corregáo correspondente á dilui- 
gáo sofrida pela amostra.

11. Soluoes Tampoes

Tampáo fosfato 0.5 M, pH 7.6 — para volume final de 1,000 mi dissol'
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FIGURA 1

Curva padilo para determinarlo de hdrmonio de crescìmento de rato

ver em água destilada 9.44 g NaH2P04 . H20  e 61.36 g Na2HP04 anidro, 
adicionar 0.1 °/o  de mertiolate e acertar pH com NaOH 10 N.

Tampao fosfato 0.05 M pH 7.6 — Diluir 1:10 a solu^ao anterior e 
acertar pH se necessàrio, com Na OH 10 N.

Tampao fosfato 0.01 M pH 7.6 — Idem anterior diluindo a solucSo 
0.05 M 1:50.

Tampao fosfossalino contendo albumina (fosfato 0.01 M. NaCl 0.15 
M, albumina bovina l° /o , pH 7.6) — Para volume final de 3,000 mi dissol­
ver em água destilada 0.564 g NaH2 PO4 .H2 O, 3.678 g Na2HP0 4  anidro, 
26.301 g NaO e 30 g albumina sérica bovina, adicionar 0.10 /0  de mer­
tiolate e acertar pH com NaOH 10 N.

Tamp3o fosf ossalina contendo EDTA (Fosfato 0.01 M, NaCl 0.15 M, 
albumina bovina l°/o , EDTA 0.025 M, pH 7.6) — Idem tampao anterior 
adicionando 9.5 g de EDTA/litro. Acertar o pH com NaOH 10 N.

Tampao barbi tal 0.05 M, pH 8.6 — Para volume final de 1,000 mi 
dissolver em água 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 substàncias 
Puras, prtv-análise (P. A.).
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RESULTADOS

1. Testes de Rendimiento da Iodinaçao e da Pureza do Hormónio 
Iodinado

Os resultados observados encontram-se na Tabela 2, notandole a 
obtençao de 70o/o no rendimento da radioiodinaçâo e 88.7o/o de pureza 
no hormónio iodinado.

2. Teste da Precipitabüidade do Hormónio Iodinado, Escolha da DSuiçSo 
do Primeiro Anticorpo e da Quantidade do Segundo Anticorpo

Durante os experimentos verificou-se que a precipitabüidade máxima 
do sistema (excesso de primeiro anticorpo) foi de 84.6o/o sendo que as 
düuiçoes adequadas para os reagentes foi de 1:250 para o hormónio mar­
cado e de 1: 4  x 104 para o primeiro anticorpo, que corresponderán! a 
urna precipitabüidade de 26.9o/o para o sistema completo. O volume ade- 
quado do segundo anticorpo foi 150 pi além do que a precipitabüidade do 
sistema manteve-se inalterada.

3. Valores Obtidos em Animais Normáis

O protocolo final de dosagem apresentou curva padrSo do tipo mos­
trado na Figura 1. Mediante a aplicaçao desta técnica foram determinados 
os teores de hormónio de crescimento na hipófise e no plasma de 30 ratos 
machos adultos Wistar (233 — 364 g) alimentados ad libitum com dieta 
controle (20o/o caseina). Os valores de GH obtidos foram 82 ± 28 (média 
± desvio padrao ) ng/ml para o plasma e 63 ± 15 ng/mg para a hipófise.

TABELA 2

VALORES DOS TESTES DE RENDIMENTO DA IODINAÇAO E PUREZA DO
HORMONIO IODINADO *

_______________ Contagens (cpm/10 min)________  _
Fraçoes Antes da  Após a purificaçgo________

punficaçao Fraçïo Fraçao Fraçïo
1 2 3

Sobrenadante (S) 22,812 3,333 3,592 4,265
Precipitado (P) 53,858 23,237 28,411 27,790

p
Relaçâo — —— 70o/o* 87.4o/o 88.70/0** 86.7°/o

O I 1

* Rendimento da iodinaçao.
** Pureza do hormónio iodinado.
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DISCUSSAO

A extragao do hormdnio de crescimento da hipófise, para fins de bio- 
ensaio, tem sido realizada por homogeneiza^ao em soluvao salina com pH 
alcalino (5-11). Birge et al. (4), ao estudar as concretes ótimas para extra­
vio do hormónio, compararam a homogeneiza9ao de hipófises em hidróxi- 
do de sddio, ácido acético e tampao fosfossalino pH 7,6 e verificaran! me- 
lhor extravio com solidad de hidróxido de sfidio.

A iodinavao do hormónio foi realizada pela técnica de Hunter e 
Greenwood (12), e Greenwood, Hunter e Glover (3) com as seguintes mo- 
dificavoes: diminuivao da quantidade de cloramina T e emprego de I 125 
em substituÍ9ao ao I131. A substituivao do isótopo radioativo foi procesida 
em fun9ao do I131 apresentar vida média relativamente curta, criando in­
convenientes para sua utilizagifo em métodos de radioimunoensaio. Por 
outro lado, o isótopo a ser utilizado deve apresentar elevada atividade es­
pecífica urna vez que a quantidade da substáncia marcada isotópicamente 
deve ser pequeña em rela9ao a proporvao com o hormónio nao marcado e, 
além disso, a diluivao do hormónio iodinado deve ser suficientemente 
grande (1).

A purificaváo do hormónio iodinado foi feita em coluna de Sephadex 
G 100 (tamanho da partícula = 40 — 120 /a) por permitir o fracionamento 
de peptídeos e proteínas de peso molecular 4,000 — }00,000. Esta faixa 
incluí a fravao imunologicamente atíva do hormónio de crescimento de 
rato ao mesmo tempo que o tamanho da partícula do Sephadex permite 
velocidade de escoamento das fra9oes hormonais dentro do tempo de 20 
minutos preconizado por Greenwood, Hunter e Glover (3).

A literatura refere que a precipitabilidade máxima do hormónio iodi­
nado (o que ocorre em p re se ra  de excesso de primeiro antícorpo) deve 
ser entre 50 a 60°/o (16) ou superior (17) e que, para o ensaio final, o an- 
ticorpo deve ser diluiído até concentracáo suficiente para precipitar 35. a 
S5°/o, 15 a 30°/o (14) ou cerca de 25°/o (18) da atividade total presente 
no sistema. No presente trabalho a precipitabilidade máxima chegou a 
atingir 88.7°/o e diluigáo de 1:4x1o4 do primeiro antícorpo foi capaz de 
precipitar 26.9°/o da radioatividade total do sistema.

O tampao fosfossalino contendo albúmina sérica bovina e EDTA 
acrescido de azida sódica foi utlizado no sistema seguindo-se recomenda- 
?5es do NIAMDD. Apesar do EDTA reduzir a radioatividade do precipita­
do e diminuir a inclinavao inicial da curva padiKo (14), é aconselhado o 
seu uso, com a finalidade de inativar o “inibidor” presente no plasma que 
interfere com a precipitaváo do sistema de duplo antícorpo (19, 20 ).

Segundo alguns autores os antígenos padráo e amostras a serem dosa- 
dos devem ser preparados em plasma, desprovido de antígeno contendo os 
mesmos componentes, no mesmo tipo de diluente, para se evitar varia9Sb 
de resultados devida a fatores inespecíficos como composÍ9ao iónica, pH, 
concentra9Ío de proteínas e outros. Entretanto, tem sido referido que, 
desde que a sensibilidade do método é adequada para medidas hormonais 
em pequeños volumes de plasma, ou entao, em diluÍ9oes plasmáticas supe­
riores a 1 :10 , os efeitos nao específicos apresentam-se usualmente ausen­
tes; nestas condivoes, preparavoes dos padróes do hormdnio em tampao 
contendo albúmina sérica, geralmente, fomecem curvas-padrao semelhan- 
tes áquelas correspondentes a padrífes preparados em plasma desprovido
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de hormónio (2 , 21 ). Assim, optou-se por utilizar no presente experimen­
to: a) padroes dissolvidos em s o lid o  tampao contendo albúmina sérica 
bovina e b) volume pequeño de amostras de plasma (1 0  ¡ú) e diluÍ9ao ele­
vada do extrato hipofisário, ajustados de modo adequado para que o de- 
caimento obtido fomecesse leituras em pontos mais sensíveis da curva- 
padrlo.

Os niveis plasmáticos do hormónio de crescimento de ratos referidos 
pela literatura, quando dosados por radioimunoensaio, pela técnica do 
duplo anti-corpo, sao variáveis, dependendo de urna série de fatores. 
Assim, sao mencionados os efeitos do sexo (22), da temperatura (9, 23, 
24), manipula9ao dos animáis (25), horário da colheita do sangue (11), 
stress (23, 26-28), sistema de colheita do sangue (22, 25) e do empiego de 
anestésicos (23, 25) sobre o nivel do hormónio circulante. Os niveis mé- 
dios do hormónio plasmático citados nos trabalhos acima variam de 20,0  ± 
6.0 a 94.3 ± 17.3 ng/ml. Entretanto, os dados individuáis variaram desde 
concentra9Óes insignificantes até cerca de 260 ng/ml. Os valores obtidos 
no presente experimento para ratos normáis se aproximam dos citados por 
Schalch e Reichlin (22), verificados em condicóes esperimentais semelhan- 
tes.

Os niveis do hormónio de crescimento, na hipófise de ratos, relatados 
pela literatura, também sao variáveis (4, 9, 11, 29 ,30). Sao assinalados co­
mo causas de variagao, a idade e o sexo dos animáis (4, 29) e o horário da 
retirada da hipófise (11). Os teores de hormónio de crescimento hipofisá­
rio verificados no presente trabalho sao similares aos resultados observados 
por Birge et al. (4) e Burek e Frohman (29) ao se considerarem animáis de 
pesos semelhantes.

SUMMARY

RAT PITUITARY AND PLASMA GROWTH HORMONE LEVELS.
STANDARDIZATION OF DOUBLE ANTIBODY RADIOIMMUNOASSAY 

(USING 125I-LABELLING).

Bioassay techniques are not sufficiently sensitive to measure plasma growth 
hormone nor are they entirely specific for the growth hormone molecule. All 
these requirements are fulfilled by the radioimmunoassay 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 (125I) hormone bound to the first anti­
body (Abx = monkey serum antí-rat’s GH) by the sample hormone. The hormone Abj 
complex is precipitated by the Ab2 (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 Ab2 obtention, hormone 
radiolabelling, and the purification of the radioiodinated hormone. The accomplished 
specific tests showed values of 70°lo for the hormonal radioiodination efficiency, with 
88.7°lo of the processed hormone being recovered in the pure state. The highest pre- 
cipitability value of the system was 84,6°lo whereas using optimal dilutions of the 
labelled-hormone (1:250) and Abj ( l:4 x l0 4) this value achieved 26.9°¡o. These 
results are very much in agreement with those notified in the literature. Applying the 
present protocol to the analysis of plasma-and anterior-pituitary-giand-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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