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|.LFINALIDADE
Ensaio IRMA para a dosagem quantitativa in vitro de hormonio do crescimento
humano (hGH) em soro e plasma.

1. INFORMACAO GERAL

A. Nome: BioSource hGH-IRMA

B. CAT# : KIP1081: 96 testes

C. Fabricado por: BioSource Europe S.A.
Rue de I'Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

I1l. INFORMAGAO CLINICA

A. Atividades Biol6gicas de hGH

hGH é um horménio polipeptidico ( peso molecular 21,500 Da) produzido pelas
células acidoéfilas da hipéfise anterior sob controle de duas substancias principais:
Fator de Liberacdo do Horménio do Crescimento (GRF) e um agente inibidor,
Somatostatina. As vias neuroenddcrinas dopaminérgicas, adrenérgicas e
serotoninérgicas, também possuem papel importante no controle da secregdo de
hGH. O estimulo excitante para secre¢do de hGH inclui hipoglicemia, exercicio,
jejum, refeicdes com alto teor de proteinas, sono profundo, stress, glucagon, L
Dopa, aminoécidos, etc. Os estimulos inibidores incluem glicose, cortisol, hGH e
acidos graxos livres. Devido a sua meia-vida curta (+25 minutos) e estimulos
inibidores e de excitagdo freqlientes, hGH mostra variagbes de concentragdo no
soro freqlientes e amplas.

Umas das principais fungdes do hGH é de atuar no figado e outros tecidos a fim de
produzir Somatometidas, as quais por sua vez induzem o crescimento por agao
direta nos tecidos alvos. Em contraste ao hGH, a concentragdo de somatomedina
no soro é mantida estavel por estar amplamente ligada a proteinas plasmaticas
circulantes.

B. Aplicagdo Clinica do kit hGH-IRMA

- Retardo de crescimento

A hiposecrecdo de hGH é uma das vérias causas de estatura baixa em criangas.
Dosagem sérica de hGH através de ensaios altamente sensiveis, com estimulos
provocativos (auséncia de resposta), € um importante meio para se estabelecer
este diagndstico, uma vez que estes pacientes podem ser tratados pela
administragdo de hGH.

- Hipopituitarismo

Dosagem sérica de hGH é também um indice da funcéo hipofisaria quando existe a
suspeita de hipopituitarismo (idiopatico ou devido a tumor ou cirurgia).

- Gigantismo e acromegalia

Dosagem sérica de hGH, principalmente com teste de supressdo (auséncia de
resposta), € um importante meio de estabelecer o diagnéstico de hipersecregéo de
hGH devido a tumor hipofisario aciddfilo. Isto resulta em gigantismo em criangas e
acromegalia em adultos. Estas duas desordens podem ser tratadas por cirurgia ou
radiagéo.

IV. PRINCIPIOS DO METODO

O kit BioSource hGH-IRMA é um ensaio IRMA gue se baseia na separacéo por
tubos revestidos. Anticorpo Monoclonal 1 — o anticorpo de captura reveste a
superficie inferior e interior dos tubos pléasticos. Calibradores ou amostras
adicionadas aos tubos irdo primeiramente mostrar baixa afinidade para o anticorpo
Monoclonal 1. Com a adi¢do do Anticorpo Monoclonal 2, anticorpo marcado com
ad completa-se o sistema e é disparada a reagéo imunoldgica. Apés a lavagem, o

radioativo remanescente ligado ao tubo reflete a concentragéo do antigeno.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes Kit 96 Cadigo Reconstitui¢do
Testes de Cores
Tubo revestidos com anti-hGH 2x48 Branco Pronto para
” Uso
(anticorpo monoclonal)
A | o 1 frasco Vermelho | Pronto para
5.5mL Uso
TRACER: hGH (anticorpo 350 kBq
monoclonal) marcado com 1-125,
em tampdo fosfato com albumina
sérica bovina, azida (< 0.1%) e
corante inerte vermelho.

AL 0 1Frasco Amarelo Adicionar 2 mL
Calibrador Zero (0 plU/mL) em soro Liofilizado ge zﬁusl
humano com timol. estilada

CAL ¥ 6 Frascos Amarelo Adicionar 0.5

- _ Liofilizados mL de agua
Calibradoresde hGHN=1a6 destilada

(veja os valores exatos nos rétulos
dos frascos) em soro humano com
timol.

WASH | SOLN | CONC 1 Frasco Verde Diluir 20 x com

Solugédo de Lavagem (NaCl, Tween 40mL agua destilada

(utilize agitador
20) magnético).
e e 2 Frascos Prata Adicion:alr 0.5
Liofilizados mL de agua
Controles - N = 1 ou 2 em soro destilada

humano com timol.

Nota: utilize o calibrador zero para a diluicdo das amostras.
1 plU da preparacdo do calibrador é equivalente a 1plU NIBSC 2nd IS
98/574.

VI. MATERIAIS NECESSARIOS NAO FORNECIDOS

1. Agua destilada

2. Pipetas para dispensar: 50 L, 500 L e 2 mL (é recomendado o uso de pipetas
exatas com ponteiras plasticas descartaveis)

3. Vértex

4. Agitador Magnético

5. Seringa automatica de 5 mL (tipo Cornwall) para lavagem

6. Sistema de aspiracéo (opcional)

7. Qualquer contador gama com capacidade de dosar I-125 pode ser utilizado

(producé@o minima de 70%).

VII. PREPARAGAO DOS REAGENTES

A. Calibradores : Reconstituir o calibrador zero com 2.0 mL e os demais
calibradores com 0.5 mL de &gua destilada.

B. Controles: Reconstituir os controles com 0.5 mL de agua destilada.
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C. Solucéo de Lavagem de Trabalho: Prepare o volume adequado de solugéo de
lavagem adicionando 19 volumes de agua destilada para 1 volume de Solugédo de
Lavagem concentrada (20x). Utilizar um agitador magnético para homogeneizar.
Descarte a solugdo de lavagem preparada e néo utilizada ao final do dia.

VIIl. ARMAZENAMENTO E DATA DE VALIDADE DOS REAGENTE S

- Antes de abertos ou reconstituidos, todos os componentes do kit sdo estaveis até
a data de validade indicada em cada rétulo, se armazenados de 2 a 8T.

- Ap6s reconstituicdo, calibradores e controles séo estaveis por uma semana de 2 a
8<T. Para periodos mais longos, aliquotar e armazenadas a —20T por 3 meses.
Evite ciclos sucessivos de congelamento.

- Solugdo de Lavagem de trabalho deve ser usada no mesmo dia.

- Ap6s sua primeira utilizagdo, o tracer é estavel até a data de validade, se mantido
fechado na embalagem original de 2 a 8C.

- Alteracdo na aparéncia fisica dos reagentes pode indicar instabilidade ou

deterioragéo.

IX. COLETA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

- Amostras de soro ou plasma devem ser mantidas de 2-8°C.

- Se o teste néo for realizado em 24 horas é recomendado armazenar a -20C.
- Evite ciclos sucessivos de congelamento.

- Soro ou plasma (EDTA ou Heparina) fornecem resultados similares.

X. PROCEDIMENTO

A. Notas de Manuseio

Né&o utilize componentes do kit apds a data de expiragdo. Nao misture materiais de
lotes diferentes. Deixe todos os reagentes a temperatura ambiente antes do uso.
Homogeneize completamente todos os reagentes e amostras por suave agitacéo
ou rotacdo. A fim de evitar contaminacdo dos reagentes, utilize ponteiras limpas
descartaveis para a adi¢éo de cada reagente e amostras. Pipetas de alta precisdo
ou equipamento pipetador automatico ird melhorar a precisdo do ensaio. Respeite
os tempos de incubag&o. Prepare a curva de calibragdo para cada ensaio, ndo
utilize os dados de corridas anteriores.

B. Procedimento

1. Identifigue os tubos revestidos em duplicata para cada calibrador, amostra e
controle. Para a determinacédo da contagem total, identifique 2 tubos normais, ndo
revestidos.

2. Rapidamente agite em vortex os calibradores, controles e amostras e dispense
50 L de cada um deles em seus respectivos tubos.

3. Dispense 50 pL de anti-hGH marcado com [-125 em cada tubo, incluindo os
tubos para as contagens totais.

4. Agite a estante de tubos suavemente com as maos.

5. Incube por 2 horas a temperatura ambiente.

6. Aspirar (ou decantar) o contetdo de cada tubo (exceto os tubos de contagem
total). Tenha a certeza de que a ponteira plastica do aspirador esta atingindo o
fundo do tubo revestido, a fim de remover todo o liquido.

7. lave os tubos com 3 mL de solucdo de Lavagem de Trabalho (exceto os tubos de
contagem total). Evite a formacdo de espuma durante a adicdo da solucdo de
Lavagem de Trabalho.

8. Aspirar (ou decantar) o contetdo de cada tubo (exceto os tubos de contagem
total).

9. Lave os tubos novamente com 3 mL de solucédo de Lavagem (exceto os tubos de
contagem total) e aspire (ou decante).

10. Apés a ultima lavagem, deixe os tubos em posigdo invertida por dois minutos e
aspire o liguido remanescente do tubo.

11. Contar os tubos em contador gama por 60 segundos.

XI. CALCULO DOS RESULTADOS

1. Calcule a média das determinacdes em duplicata.

2. Em papel gréafico semi-logaritmico ou linear coloque o c.p.m. (ordenada) para
cada calibrador contra a concentragdo correspondente de hGH (abscissa) e trace a
curva de calibracéo através dos pontos, rejeite os pontos que estao fora do tragado.
3. Leia a concentragdo de cada controle e amostra por interpolagcdo da curva de
calibracéo.

4. Reducdo de dados através de computador ird simplificar os célculos. Se for
utilizado um processador automatico de resultados é recomendado utilizar um

ajuste de curva logistico de 4 parametros.

XII. Dados Tipicos
Os dados a seguir devem ser utilizados somente como exemplo, ndo devem ser

usados em detrimento dos dados reais obtidos pela curva de calibracéo.

hGH-IRMA cpm BIT (%)
Contagem Total 126065

Calibrador 0 plU/mL 241 0.19
1.0 pIU/mL 1254 0.99
2.4 plu/mL 2743 2.18
8.0 piU/mL 7817 6.20

25.5 plu/mL 19515 15.48

59.1 plu/mL 34310 27.22

119.9 plU/mL 49965 39.63

XIIl. DESEMPENHO E LIMITAGOES

A. Limite de Deteccdo

Vinte calibradores zero foram ensaiados juntamente com o conjunto de outros
calibradores. O limite de deteccdo, definido com concentragdo aparente de dois
desvios acima da média de contagem da ligagéo zero, foi de 0.2 plU/mL.

B. Especificidade

Hormonios com reagdo cruzada foram adicionados em valores baixos e altos ao

calibrador de hGH. A resposta aparente de hGH foi medida.

Hormaénio adicionado hGH CAL 1 hGH CAL 5
piu/mL uu/mL
----- 0.60 65
hCG 300000 mIU/ml 0.63 63
hPL 50000 ng/ml 0.69 68
PRL 2000 ng/ml 1.35 63

Nota: Esta tabela mostra a reatividade cruzada para hGH-IRMA.

C. Precisédo
INTRA-ASSAY INTER-AS SAY
Soro N | <X>+SD Ccv Soro N <X>* SD Ccv
(WU/ml) (%) (WU/ml) (%)
A 6 | 49004 | 0.7% | A 20 | 3.8+0.3 8.1%
B 6 19.0+0.2 | 1.0% | B 20 | 179+1.2 | 6.7%

SD: Desvio Padrao; CV: Coeficiente de variacéo.




D. Exatidao
Amostra Diluicédo Concentragédo Concentragdo
Tebrica dosada
(WU/mL) (WuU/mL)
Soro 1 171 - 35.6
1/2 17.8 17.4
1/4 8.9 8.8
1/8 4.5 5.0
1/16 2.2 2.4
1/32 1.1 1.2
1/64 0.6 04
Amostra foi diluida com o calibrador zero.
Fator de Conversao:
1plU hGH-IRMA Calibrador = 0.33 ng
Teste de Recuperacéo
Amostra hGH adicionado Recuperacéo Recuperacéo
(WuU/mL) hGH (uU/mL) (%)
Soro 1 5 5.1 102%
10 9.5 95%
25 24.7 99%
50 53.7 107%
Soro 2 60 63 105%
40 46.8 117%
20 22.1 111%
10 10.2 102%
5 4.8 96%

E. Tempo de demora entre o ultimo calibrador e pipe  tagem da amostra
Como mostrado, os resultados do ensaio permanecem exatos mesmo quando a
amostra é dispensada 30 minutos apds a adicdo do calibrador nos tubos
revestidos.

Tempo de Demora

Soro o' 15 30
(WU/mL)

Soro 1 44 45 4.8

Soro 2 18.8 18.1 19.3

Soro 3 27.6 26.2 27.0

Soro 4 36.5 36.8 36.6

Soro 5 64.1 72.6 54.9

F. Efeito Gancho
Uma amostra inoculada com até 4000 plU/mL de hGH fornece um sinal acima da
concentragao do calibrador mais alto.

XIV. CONTROLE DE QUALIDADE INTERNO

- Se os resultados obtidos para o Controle 1 e/ou Controle 2 ndo estiverem dentro
do intervalo especificado nos rétulos dos frascos, os resultados ndo podem ser
validados, a ndo ser que uma explicacdo satisfatéria seja dada para esta
discrepancia.

- Se desejar, cada laboratério poderd realizar seu préprio pool de amostras
controles, as quais devem ser mantidas congeladas e aliquotadas.

- Critérios de aceitacdo para diferenca entre resultados de duplicatas devem estar
entre as Boas Préticas de Laboratério.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estes valores séo fornecidos apenas como referéncia; cada laboratério deve
estabelecer seus proprios valores de normalidade. Em individuos normais, a
secregdo do horménio de crescimento (hGH) é pulsatil. Durante o dia, as
concentragdes de hGH variam de <0.2-10 |U/mL. Durante o sono, as
concentragdes de hGH aumentam consideravelmente (+ 30 [U/mL).

A secregdo de hGH ¢é altamente estimulada pelo exercicio e stress (pungéo venosa,
hipoglicemia, ...), e diminuida por hiperglicemia.

Em individuos normais (n=34), duas horas apds administracdo de glicose oral (75 g
em adultos), os niveis de hGH diminuiram para menos de 10 IU/mL e a resposta
de hGH para testes de estimulo (administracdo de insulina, arginina, glucagon)
excederam em 20 [U/mL.

Os niveis de hGH estavam elevados (mesmo apds administracdo de glicose) em
acromegalia (> 10 1U/mL).

Na deficiéncia de hGH, a resposta a testes de estimulo esta ausente ou muito fraca
(baixa estatura por deficiéncia de hGH; hipopituitarismo de varias origens).

XVI. CUIDADOS E PRECAUQOES
Seguranga

Somente para diagndstico in vitro.
Este kit contém I-125 (meia-vida: 60 dias), ionizacéo emitida X (28 keV) e radiacdes
(35.5 keV).
Este produto radioativo sé pode ser transferido e utilizado por pessoas autorizadas;
compra, armazenamento, uso e troca de radioativos estdo sujeitas a legislagao
local em vigor. Em nenhum caso este produto deve ser administrado a humanos e
animais.
Os componentes sanguineos humanos incluidos neste kit foram testados pelos
métodos de aprovacdo Européia e/ou FDA e foram atestados negativos para
HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Nenhum método pode oferecer total seguranca
de que derivado de soro humano ndo transmitirdo hepatite, AIDS ou outras
infecgBes. Desta forma, o manuseio dos reagentes, soro ou plasma devem estar de
acordo com as leis de seguranca locais.
Todos os produtos animais e derivados devem ser coletados a partir de animais
saudaveis. Os componentes bovinos se originam de paises onde BSE néo foi
reportada. No entanto, componentes contendo substancias animais devem ser
tratados como potencialmente infectantes.
Evite qualquer contato da pele com os reagentes (azida sédica como conservante).
A azida sodica nestes kits pode reagir com chumbo e cobre das tubulagdes e desta
forma gerar azidas metélicas explosivas. Durante a etapa de lavagem, deixe correr
grande quantidade de &gua a fim de prevenir a formacéo de azida sédica.
Nao fume, beba, coma ou apliqgue cosmético na area de trabalho. Nao pipette com
a boca. Utilize roupa de protegdo e luvas descartaveis. Toda a manipulagdo de
produtos radioativos deve ser executada em area apropriada, longe da passagem
regular. Equipamentos de laboratério e vidraria, que possam estar contaminados
com substancia radioativa devem ser segregados a fim de prevenir a contaminagao
de diferentes radiois6topos. Qualquer residuo de radioativo deve ser limpo
imediatamente de acordo com os procedimentos de radioprotecdo. Os rejeitos
radioativos devem ser dispostos de acordo com as regulamentacgdes locais.
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XVIII. RESUMO DO PROTOCOLO

Contagem Calibradores Amostras(s)
Total mL Controles

mL mL
Calibradores (0 a 6) - 0.05 -
Amostras, controles - - 0.05
Tracer 0.05 0.05 0.05
Incubacao 2 horas a temperatura ambiente
Separagdo - aspire (ou decante)
Solugdo de Lavagem - 3.0
Separagdo - aspire (ou decante)
Solugdo de Lavagem - 3.0
Separacgdo - aspire (ou decante)
Contagem Conte os tubos por 60 segundos
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