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Sumário
Partindo-se de uma preparação de hormônio de crescimento humano isolou-se por
isoeletrofocalização a sua variante integra (hGH-22K) com pH isoeletrico 5,20
e migração relativa (Rm) de 0,621 em eletroforeseem gel de poliscrilanada a
755. Realizou-se diversos testes para caracterização da variante isolada.As pn>
priedades imunológicas foram testadas por radioimunoensaio (RIE), no qual com
parou-se a sua atividade com a preparação total. As curvas dose resposta obt¿
das no RIE foram paralelas, a um nivel de significancia de P «0,01 verificado
pelo teste F. 0 paralelismo demonstra a identidade imunoqímica das duas prep£
rações e indica que o processo de isolamento desenvolvido não provoca alten»
ções nas propriedades imunológicas da variante.

Abstract
From a preparation of human growth hormone its integral variant (hGH-22K) was
isolated by isoelectric focusing, having a pi of 5,20 and relative mobility
(Rm) of 0,621 in the polyacrylamide del electrophoresis. Several experiments
for the characterization of the isolated variant were carried out. The immun£
logical properties was tested by radioimnunoassay (RIE), in which the activity
of the isolated variant and the activity of the total preparation were compared
The dose response-curves obtained by RIE were found to be considered parallels
(p < 0,01), It was checked using the F test between the slope of the two cur-
ves. The parallelism shown the iniramoehemical identity of the two preparation
and indicates that the separation process developed does not produce altera-
tions in the immunological pronarties of the variant.
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Figura 1. Curvas d* RIE obtidas para as ourificacõat de hGH total e variante

22K.
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Tabela 2. hCH-22K: Análise de variância e regressão linear

tom o
HDDtlO

o n
TOTAL

D.H.

VAlUvlIJ

WTtltC.

LPOSI

.L.

1

6

7

CJ.

1

1

37 J*.207

62,2*6(0

3(21,454

50, «1000

. rM.EST.

li*,611
-25.442»

Q.M.

175*,207

10.17*4»

I.HBT -

C » . •

tUO FAD.

1,7*0501

1,33*5»*

Vlr r

JM.J5Z

1,220*42

»,JM1»»

trm.
11,5*1

-M.0M

0,0001

r -0 ,»

frok- |
0,0001
0,0001

-110-



INTRODUÇÃO

O refinamento das técnicas de análise de proteínas, permitiu verificar que

mesmo as preparações mais puras de hormônio de crescimento humano (hGH) apresen

tam heterogeneidade quanto aos aspectos físico-químicos. Varias observações in

dicam tratar-se de muiticomponentes de uma mesma molécula, sendo que o principal

é denominado íntegro ou variante 22K. (1) Entretanto, não se conhece o papel d*

variantes na fisiologia do crescimento. 0 isolamento de cada componente fornece^

ria meios para seu esclarecimento. A reação do hGH com o seu anticorpo no radio

imunoensaio (RÍE) é una forma qualitativa de verificar se ocorreram alterações

estruturais na molécula durante o isolamento da variante 22K.

0 RIE também é a única metodologia disponível que permitiria identificar e

quantificar as formas circulantes, para estabelecer os mecanismos que resultam

no amplo espectro de ações de hGH. 0 desenvolvimento de um RIE específico pode-

ria significar ainda uma evolução nos diagnósticos clínicos.

MATERIAL E MÍTODOS

0 hGH foi preparado a partir de hipõfises humanas congeladas e segundo o

método de Roos, (3). A variante hGH-22K foi isolada da preparação total por is£

eletrofocalização.

A radioiodação baseou-se no método de marcação com cloramina T (2). Obteve

se o hGH- I com uma atividade específica de 39,8 uCi/ug. 0 marcado foi utili-

zado no RIE diluído 1:200 e o anticorpo 1:250.000. As duas preparações de hGH

foram ensaiadas nas doses de 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100,0 ug/ml. Utilizou

se tampão veronal 0,025 M, pH 8,6 contendo 0,251 de soro albúmina bovina. Incu-

bou-se o ensaio por 22 horas a 59C.

A ligação inespecífica foi determinada na presença de excesso de hormônio

não marcado (10 ug/ml). Este valor foi subtraído da ligação total de cada ponto,

para o cálculo da ligação específica.

Para a separação das frações livre e ligada utilizou-se PEG 6.000 a 25% em

tampão veronal 0,025 M pH 8,6. Após a centrifugaçao (2500g, 20 minutos, 5 a 89C)

ressuspendeu-se o precipitado em cloreto de sódio 0,4N e com a solução de PEG

citada anteriormente. Segue uma nova centrifugaçao da suspensão (33OOg, 10 minu

tos, 5 a 89C). 0 sobrenadante é descartado e o precipitado é contado.

A curva padrão inicialmente relacionou B/T (ou seja, a fração de hormônio

radioativo ligado, dividido pelo total incubado) com a dose de hormônio não mar

cado adicionada. Posteriormente a escala de resposta foi ampliada tomando-se a
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relação B/Bo x 100, onde Bo é determinado na ausencia de antígeno frio.

A análise estatística foi realizada pelo programa SAS (Statistical Analy-

sis System) em um computador IBM/370 modelo 155 do IPEN-CNEN/SP.

RESULTADOS E CONCLUSÕES

As ligações inespecíficas obtidas foram 3,7Z para preparação total e 3,6Z

para a variante 22K. A lavagem do precipitado, obtido após a primeira centrifu

gação, foi um procedimento decisivo para a diminuição da ligação inespecífica

do ensaio, anteriormente ao redor de 8Z.

A ligação específica máxima (Bo) foi 52Z para o hGH-total e 54Z para o

hGH 22K. As ligações específicas para as diferentes doses da curva padrão, ex

pressas como B/BQ X 100, estão representadas na Figura 1.

A análise das curvas em escala semi-log apresentou uma porção linear, en-

tre as doses de 5 a 50 ng/ml. Utilizando análise de variância e teste F demons

traaos que o modelo de regressão linear é adequado para estes dados a um nivel

de significancia de P< 0,0001, em ambas as preparações. (Tab. I e 2). As de-

clividades calculadas foram - 24.099 para o hGH - total e - 25.443 para a va-

riante 22K, sendo demonstrado o paralelismo das duas curvas através do Teste F.

(P<0,01).

0 paralelismo evidencia a identidade imunoquímica das duas preparações.

Também demonstra que a metodologia de isoeletrofocalizaçao é factível, tanto

do ponto de vista da resolução, quanto da conservação da capacidade imunológi-

ca do hormônio.
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