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Sumario

Partindo-se de uma preparagao de hormonio de crescimento humano isolou-se por
isoeletrofocalizagao a sua variante integra (hGH-22K) com pH isoeletrico 5,20
e migracao relativa (Rm) de 0,621 em eletroforese_em gel de poliacrilamida a
7%7. Realizou-se diversos testes para caracterizagao da variante isolada.As pro
priedades immologicas foram testadas por radioimunoensaio (RIE) , no qual com
parou-se a sua atividade com a preparacao total. As curvas dose resposta obtz
das no RIE foram paralelas, a um nivel de significancia de P <0,01 verificado
pelo teste F, O paralelismo demonstra a identidade immoqimica das duas prepa
racoes e indica que o processo de isolamento desenvolvido nao provoca altera
¢Oes nas propriedades imunologicas da variante.

Abstract

From a preparation of human growth hormone its integral variant (hGR-22K) was
isolated by isoelectric focusing, having a pl 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 immuno
logical properties was tested by radioimmunoassay (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 immunochemical identity of the two preparation
and indicates that the separation process developed does not produce altera-
tions in the immmological pronerties of the variant.
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Figura 1. Curvas de RIE obtidas pars as purificacoes de hGH total e variante
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Tabels 1. hGR (total): Analise da variancis e regressao limmar,

FONTE  C.L. s.Q. Q.M. vig?r
wolLo i 33712,797 312,797 109,318
ERRO [} 185,118 30,853016

TOTAL H 3557,915 R.IDP = 5 3543549
D.M. $5,32378 C.v. = 10,06008
VARIAVEIS C.L. PAR.EST. ERRO PAD. TP/ R
INTERC. 1 120,512 6,536763 18,436
LDOSE 1 -24,099 2,304961 -10,456

Tabela 2. hGH-22K: Analise de variincis e regressao linear

DOSE B/
(log)
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ot C.L. $.Q.
noofLo 3 37%9,207
£RRO 6 62,2890
TOTAL T 3821,05
D.M. 50,81000
VARIAVELS C.L. PAR.EST,
INTERC, 1 119,801
LDOSE 1 25,4028

Box 100

84,81
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71,30
54,44
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29,44
25,19

82,59
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Q.. re
379,207 362,352
10,3744

RIOP = 3,22002

c.Y.  =6,5M0

ERRO PAD. T P/,
3,790803 31,561
1,3365090 ~19,0%
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INTRODUCAO

O refinamento das técnicas de analise de proteinas, permitiu verificar que
mesmo as prepangses mais puras de hormonio de crescimento humano (hGH) apresen
tam heterogeneidade quanto aos aspectos fisico-quimicos. Varias observagoes in

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

¢ denominado integro ou variante 22K, (1) Entretanto, nao se conhece o papel ds
variantes na fisiologia do crescimento. O isolamento de cada componente fornece
ria meios para seu esclarecimento. A reagao do hGH com o seu anticorpo no radio
imunoensaio (RIE) ¢ uma forma qualitativa de verificar se ocorreram alteragoes
estruturais na molécula durante o isolamento da variante 22K,

O RIE também & a unica metodologia disponivel que permitiria identificar e
quantificar as formas circulantes, para estabelecer os mecanismos que resultam
no amplo espectro de acoes de hGH. O desenvolvimento de um RIE especifico pode-

ria significar ainda uma evolugao nos diagnosticos clinicos.

MATERIAL E METODOS

O hCH foi preparado a partir de hipofises humanas congeladas e segundo o
método de Roos, (3). A variante hGH-22K foi isolada da preparagao total por iso
eletrofocalizagao.

A radioiodagao baseou-se no metodo de marcagao com cloramina T (2). Obteve
se o hGH-125
zado no RIE diluido 1:200 e o anticorpo 1:250.000. As duas preparacoes de hGH
foram ensaiadas nas doses de 2,5; 5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100,0 ug/ml. Utilizou

1 com uma atividade especifica de 39,8 uCi/ug. O marcado foi utili-

se tampao veronal 0,025 M, pH 8,6 contendo 0,25% de soro albumina bovina. Incu-
bou-se o ensaio por 22 horas a 59C.

A ligagao inespecifica foi determinada na presenga de excesso de hormonio
nao marcado (10 ug/ml). Este valor foi subtrafdo da ligagao total de cada ponto,
para o calculo da ligacao especifica.

Para a separagao das fragoes livre e ligada utilizou-se PEG 6.000 a 25% em
tampao veronal 0,025 M pH 8,6, Apos a centrifugagao (2500g, 20 minutos, 5 a 89C)
ressuspendeu-se o precipitado em cloreto de sodio 0,4M e com a solugao de PEC
citada anteriormente. Segue uma nova centrifugagao da suspensao (3300g, 10 minu
tos, 5 a 89C). 0 scbrenadante & descartado e o precipitado & contado.

A curva padrao inicialmente relacionou B/T (ou seja, a fragao de hormonio
radioativo ligado, dividido pelo total incubado) com a dose de hormonio nao mar
cado adicionada. Posteriormente a escala de resposta foi ampliada tomando-se a
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relagao B/By x 100, onde By & determinado na ausencia de antigeno frio.
A analise estatistica foi realizada pelo programa SAS (Statistical Analy-
sis System) em um computador IBM/370 modelo 155 do IPEN-CNEN/SP,

RESULTADOS E CONCLUSOES

As ligagoes inespecificas obtidas foram 3,7% para preparagao total e 3,62
para a variante 22K. A lavagem do precipitado, obtido apos a primeira centrifu
gagao, foi um procedimento decisivo para a diminuigao da ligagao inespecifica
do ensaio, anteriormente ao redor de 8%.

A ligagcao especifica maxima (Bg) foi 522 para o hGH-total e 541 para o
hGH 22K. As ligagoes especificas para as diferentes doses da curva padrao, ex
pressas como B/By x 100, estao representadas na Figura 1.

A analise das curvas em escals semi-log apresentou uma porgac linear, en-
tre as doses de 5 a 50 ng/ml. Utilizando analise de variancia e teste F demons
tramos que o modelo de regressao linear & adequado para estes dados a um nivel
de significancia de P< 0,0001, em ambas as preparagoes. (Tab. 1 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 atraves do Teste F.
(P<0,01).

O paralelismo evidencia a identidade imumcquimica das duas preparagaes.(k)
Tambem demonstra que a metodologia de isoeletrofocalizagao é factivel, tanto
do ponto de vista da resolugao, quanto da conservagao da capacidade imunologi-

ca do hormonio.
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