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HUMANO, ISO-HORMONIO B, E SUA MARCAGAO coM 1231, PARA UTILIZA
CAO EM RADIOENSAIOS.

ADIR JANETE GODOY DOS SANTOS

o

No trabalho presente padronizou-se uma técnica anali
tica nao - destrutriva de eletroforese em gel de poliacrilami
da (EGPA) e leitura direta, em densitometro, na regiao Uv,em
pregada para fins de identificacdo qualitativa e determinacao
quantitativa das formas iso-hormonais (Ihs) da molécula de
hormﬁnio de crescimento humano (HCH). A reprodutibilidade da
técnica foi muito satisfatéria, obtendo-se coeficiente de va
riacao (CV) intra-ensaio da ordem de 0,76% e interensaio de
1,76%. A sensibilidade do método quantitativo foi comparavel
a dos metodos classicos de determinacao, que empregam leitura
espectrofotométrica e que nao discriminam entre os varios
componentes presentes.

A técnica analitica padronizada foi empregada em méto
do preparativo, para a obtengao de uma forma iso-hormonal ho
mogenea, iso-hormonio B, em quantidade da ordem de miligra
mas, utilizando EGPA com corrente elétrica reversa (FR) para
eluir a banda protéica do gel. A recuperagao percentual obti
da foi de 72%, para numero de ensaios igual a nove.

Apesar da metodologia empregada ser nao - destrutiva,
do ponto de vista flsico-quimico, achou-se necessario investi
gar se eram realmente mantidas as propriedades bio-imunologi
cas, no caso do HCH. Para essa finalidade elaborou-se um en
saio biologico "in vivo", por incremento de peso, em ratos
hipofisectomizados, no esquema fatorial 2 x 2. Usou-se HCH
submetido & ER (HCH-U), em comparacao a esta mesma preparacao,
empregada como referencia, que nao sofreu tal processo. A ana
lise da preservacao da imunoatividade foi feita por intermé

dio de radioimunoensaio (RIE), marcando-se o Ih-B purificado



125 ~ - .
com I e empregando-o como padrao secundario e como traca

dor em curvas de dose-resposta. Determinou-se sua potencia
imunologica absoluta contra um padrao secundario calibrado.

Pelos resultados, pode-se concluir que foram preserva
das, alem das propriedades fisico-quimicas, as caracteristi
cas bio-imunolégicas, permanecendo inalterada a atividade so
matotrofica "in vivo" e a capacidade de ligagao ao anticorpo
especifico, da molécula de HCH. A preparacao purificada de
Th-B pode ser usada para marcagao com 1251 e como padrao de
referencia em curvas de RIE, .que empregam, portanto,reagentes
homogeneos.



PREPARATION OF A HOMOGENEOUS EXTRACT OF HUMAN GROWTH HORMONE,
ISOHORMONE B, AND ITS '2°I_LABELING FOR UTILIZATION  IN
RADIOLIGAND ASSAYS.

ADIR JANETE GODOY DOS SANTOS

SUMMARY

In the present work, a rapid, non-destructive poly
acrylamide gel electrophoretic (PAGE) technique, with direct
UV-densitometry, was set up to permit both qualitative and
quantitative studies of human growth hormone (hGH) isohormone
purification. The precision of this technique proved to be
quite satisfactory, with an intra-assay coefficiente of varia
tion (CV) of the order of 0,76% and an inter-assay CV of
1,76%. Its sensitivity was also comparable to that of <classi
cal quantitative spectrophotometric techniques,which,in gener
al, measure the total protein content, without discriminating
among the various individual components present.

This technique was used on a preparative scale to
obtain milligram amounts of the fundamental form of hGH ,
isohormone B (Ih-B). Reversed electrophoresis was employed to
elute the protein band from the gel. The protein recovery was
of the order of 72%.

Retention of bio- and immunoactivity was demonstrated
via two separate experiments. An “in vivo'" bioassay, based
on the weight increase of hypophysectomized rats with a 2 x 2
factorial assay design, was used to compare the true soma
totrophic activity of an hGH preparation submitted to the
purification process with that of a single control prepara
tion. Retention of immunoactivity was confirmed by studying
the antibody binding properties of purified and radioiodinated
Ih-B and by determination of its absolute immunopotency
against a calibrated secondary standard. Both experiments
indicated no alteration in bio- or immunoactivity.Radioimmuno



assay curves, determined using Th-B, as a standard and la
belled preparation, showed its applicability in setting up
assays based on more homogeneous reagents.
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S - Desvio padrao.

CV - Coeficiente de variacao.

uCi - Microcurie; 3,7 x 104 desintegracoes por segun
do. -

mCi - Milicurie.

Bq - Bequerel. Uma desintegracdo por segundo.

ug -~ micrograma, 10"6 gramas.

ul - microlitro, 10~6 litros.

A - Absorvancia.

- Coeficiente de extincao.

d - Caminho Optico na cubeta de leitura, igual a
1 cm.

nm - NanOmetros.

uv - Irradiacao luminosa com comprimento de onda no

intervalo de luz ultravioleta (185 - 325nm).
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1. INTRODUCAO

0 hormonio de crescimento humano (HCH) é produzido no
“lobo anterior da hipofise e exerce, principalmente, a fungao
biologica de promover o crescimento somatico,existindo na cir
Culagéo sangUinea em concentracdes inferiores a 4 ng/ml de
plasma, em individuos normais. A molécula de HCH possui estru
tura primaria formada por uma seqliéncia conhecida de 191 resi
duos de aminoacidos (aa), com peso molecular de aproximadamen
te 22.000 d. Possui duas pontes dissulfeto, formando duas al
gas, com formato globular caracteristico e residuos de fenila
lanina nos grupos terminais aminico e carboxilico(13, 68, 69).
0 centro ativoda molécula ainda nado foi localizado com certe
za(13, 29). Trabalhos (29, 49) indicam evidencias de que o HCH
ndo atua diretamente no crescimento O0sseo, mas o faz via libe
ragdo de somatomedinas pelo figado, em resposta ao estimulo.
Os receptores para este horménio, até o momento, foram carac
terizados no figado(18, 20, 29, 36, 47, 69, 104), mondcitos
circulantes (29, 58, 59), glandula mamaria(47, 90), adipocitos
(29, 39) e tecido muscular(29). A figura 1 representa a mole
cula de HCH.

A partir da decada de 60, tornou-se reconhecido o fa
to dessa molécula polipeptidica ser heterogénea, apresentando
diferentes formas, denominadas iso-horménios(Ihs), que quando
isoladas apresentam a imuno- e bioatividade caracteristica
deste hormonio. Tais formas iso-hormonais podem ser caracteri
zadas por diferengas na estrutura primaria, seja pela ausen
cia de alguns residuos de aa e/ou desamidacgdo,com conseqliente
alteragdo na rede de cargas elétricas efetivas da cadeia,além
de formas diméricas. A caracterizagdo fisica do primeiro tipo
de Ihs mostrou a falta de residuos de aa em regido que ndo
altera a configuragao, a massa molecular permanece quase idén
tica, porem, apresentando aumento acentuado de carga elétrica,
regularmente progressivo, . da forma fundamental a mais ele
trdnegativa, estimado por alguns autores(27) em 1,0 a 1,5 uni
dades de valencia (prétons/molécula) e por outros(llO)'em 0,3
a 0,5 unidades de valencia entre cada Ih subseqliente. A maio
ria das formas iso-hormonais do HCH, portanto, sdo considera
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FIGURA 1 - MOLECULA DO HORMONIO DE CRESCIMENTO HUMANO(HCH) .

A- Segllencia de-aa e estrutura molecular, segundo LI et
al. (69). Vé-se as pontes dissulfeto entre os residuos
cisteina 53-165 e 182-189,.

B- Representacdo estrutural da molécula, com o formato

globular caracteristico.



das isomeros de carga, existindo somente uma forma dimérica
(isomero de massa), facilmente separada mediante a té€cnica de
purificagdo por cromatografia de peso molecular. Neste traba
lho serdo considerados somente os isoémeros de carga.

As formas iso-hormonais sao denominadas por diferen
tes simbologias, dependendo dos autores. O grupo de LEWIS e
colaboradores (63, 64, 65, 92) as identifica como sendo HCH, a
molécula intacta e Ay, @y, ag e B as formas parcialmente cli
vadas e progressivamente mais eletronegativas, com peso mole
cular maior ou igual ao valor de 21.500d. SKYLER et al. (94)
as denomina respectivamente iso-hormonio B(Ih-B), a forma fun
damental e Ihs Cl’ CZ’ D e E(Ih—Cl, Ih—CZ, Ih-D e Ih-E). Ado
taremos, aqui, a nomenclatura proposta por SKYLER.

; LEWIS e seus colaboradores (22, 63, 65, 66, 67, 94,109)
estabeleceram uma série de fatores tidos como responsaveis pe
~la heterogeneidade do HCH. Estes fatores sdo: protedlise enzi
matica, desamidagdo, agregacgdo e ligacdo com os dcidos graxos.
Dentre estes fatores o mais comumente aceito € a  protedlise
enzimdtica, associada a desamidagdo. Os trabalhos mais decisi
vos para estabelecer este fator como a causa da transformagao
da molécula integra do HCH foram os dos grupos de  CHRAMBACH
(27, 109, 110) e SINGH(92). Ambos observaram que a adigao de
plasmina humana a uma preparagao de HCH, rica em Ih-B, resul
tava na transformagdo gradual deste em Ihs de carga negativa
crescente, identificados como Ihs C,, D e E. A diferengca de
carga encontrada entre estes Ihs foi atribuida a reagbes de
protedlise enzimatica, que ocorrem entre os aa da regido 135
a 158 da seqlliéncia, sem alterar as pontes dissulfeto, manten
do o formato globular da molécula inalterado. Para comprovar
esta hipOotese os autores(92) submeteram os Ihs resultantes da
digestdo plasminica a uma redugao forgada em presenga de mer
captoetanol, provocando a quebra das pontes dissulfeto da mo
1 © FZ— de
pesos moleculares aproximados de 16.000 e 9.000d. A soma da
massa molecular destes dois fragmentos corresponde, aproxima

1&€cula, obtendo como resultado dois componentes -F

damente, a do HCH intacto. A figura 2 representa a divisdo dos
dois fragmentos.



FIGURA 2 - Clivagem de residuos de aa em regido que nao
altera a conformagdo molecular (92). Quando a molécula
€ submetida a redugao forgada, em presenca de mercapto-
etanol (92), ocorre a ruptura das pontes dissulfeto, re

sultando dois fragmentos F1 (16.000 d) e FZ (9.000 d).

hipofisadrio
plasmadtico /-,

FIGURA 3 - Formas heterogéneas do HCH hipofisario e
plasmatico. A area tracejada representa os iso-hormo
nios, isomeros de carga, segundo a nomenclatura propos
ta por SKYLER (94). O sentido da seta indica o aumento

progressivo de eletronegatividade molecular.



Os produtos derivados 'in vitro' pela agdo da plasmi
na ou fibrinolisina bacteriana sdo idénticos ou muito simila
res, tanto quimica quanto biologicamente, aos Ihs que existem
naturalmente, isolados de preparagdo de extrato hipofisario
(8, 35, 67, 92, 109).

Existem muitos trabalhos para determinar as diferen
cas configuracionais existentes entre as varias formas iso-
~hormonais. As diferengas configurativas entre os Ihs Cy e C2
nao estao totalmente esclarecidas até o presente, embora te
nham sido verificados pontos isoelétricos aparentes distintos
(94) entre ambos (5,35%0,07 e 5,3020,06; respectivamente).Por
analise de configuragdo molecular esclareceu-se,recentemente,
que no Ih--C2 ocorre a auséncia de um hexapeptideo na alga
maior da molécula(residuos 134 a 139) e a glutamina (residuo
140) € desamidada a acido glutamico(65). No Ih-D ocorre a per
da de um fragmento de doze aa, dos residuos 135 a 146 (92).
No Ih-E, forma mais instavel(8) e dificil de caracterizar(65),
alguns autores presumem que ocorra, além das alteragdes nota
das no Ih-D, uma série de clivagens da cadeia entre os resi
duos 147 a 158(92). Outros(65) sugerem a possibilidade de va
rias clivagens nao quantitativas adicionais ocorrerem proximo
ao corte do hexapeptideo removido inicialmente (134 a 139) ,além
de ocorrer simultaneamente a desamidagao de alguns residuos
de glutamina nesta regidao da cadeia molecular. A figura 2 mos
tra a molécula do HCH, com as clivagens dos diferentes frag
mentos de residuos de aa citadas acima.

A presenga dos Ihs ja foi demonstrada ao nivel de
variagoes genéticas(10, 12, 20, 21, 44, 66). E o caso da for
kma comumente chamada de 20K, devido ao seu peso molecular de
Z0.000d, que portanto, difere consideravelmente na seqllencia
de aa, tendo estrutura primaria e propriedades bioldgicas di
ferentes, podendo ser considerado um novo horménio  hipofisa
rio(66). Demonstraram-se, também, outras formas derivadas de
modificagoes em fase pos-traducional, recentemente descritas
em relagdo s suas propriedades de migracdo eletroforética(66,
91) . Uma forma iso-hormonal com grupo amino-terminal bloquea
do, provavelmente acetilado, foi designada HCH rapido. Outra



variante € um dimero formado por ligacao covalente via ponte
dissulfeto. Outras, ainda, cujos tipos de modificacgoes sao
desconhecidos, foram demonstradas somente atraves de eletro
fforese em presenca de uréia e denominadas formas de migragao
lenta.

Nao se excluem, ainda, modificagoes moleculares re
lacionadas com a técnica de extragao que geralmente origina,
alem de produtos andlogos, fragmentos hormonais. A figura 3
mostra as formas iso-hormonais diferentes do HCH.

Todas as preparacgoes de HCH, obtidas no IPEN-CNEN/SP
(HCH-IPEN), a partir de extracao de hipofises congeladas,
apresentam de duas a quatro formas iso-hormonais, quando ana
lisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, sendo a
forma fundamental, Ih-B, a mais abundante (1, 3, 42, 89).

E bom lembrar que a analise de uma preparacao de HCH
produzida por engenharia genética, extraida de Escherichia
coli (93), apresentou uma distribuicdo em IThs similar aquela
de preparacGes obtidas de extracao hipofisaria.

Adenomas pituitarios, obtidos de pacientes portado
res de acromegalia, mantidos em cultura de 6rgao, produziram
a forma fundamental, Ih-B, em maior quantidade, nao havendo
‘evidencia de alteragao proteolitica durante o processo de
cultura (96). Em outro trabalho (10), estudpu-se a sintese e
secregao de HCH por glandulas pituitarias humanas, em cultu
ra de Orgao. Utilizaram-se uma glandula normal e cinco glan
dulas de pacientes com doengas hipofisarias. Fm todos os ca
s0s, a forma principalmente secretada foi o Th-B e as formas
clivadas obtidas representaram menos que 5% do IHCH total.

0 significado fisioldgico da heterogeneidade do HCH
e o mecanismo de clivagem enzimatica "in vivo" e completamen
te desconhecido até o momento (8, 10, 12, 63, 66, 67, 110) ,
embora estudos, da biocatividade das formas iso-hormonais di
ferentes do HCH, tenham comprovado acdao somatotréfica maior
para as formas clivadas, demonstrada em rato hipofisectomiza
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do por ensaios de ganho de peso corporeo (63), crescimento da
cartilagem da epifise proximal da tibia (63, 92, 110) e pro
ducao de somatomedina (11). Fstes dados reforgam a  hinctese
aventada por LEWIS et al. (63) e RAUMANN § MAC CART (8, 10)
de que o Ih-B pode ser um pro-hormonio e que deve ser modifi
cado enzimaticamente "in vivo', pOs-sintese, para exercer to
talmente seus efeitos fisiologicos. A hipdtese entdo proposta
(63) € que os ribossomos formariam HCH com uma segliencia in
tacta de 191 aa, forma estocada. Antes (2, 10) ou durante (2,
10, 63) a secrecdo ocorreria a supressao de residuos seqllen
ciais, resultando em formas parcialmente clivadas, com poten
cia bioldgica aumentada. A clivagem da molécula intacta se
ria, por assim dizer, uma funcdo secretdria pituitaria. Tsto
seria confirmado pela dificuldade em demonstrar a presenca de
formas clivadas em glandulas frescas (63).

Alguns autores reconhecem a plasmina humana como sen
do a enzima responsavel pela conversao proteolitica do PCH a
seus Ihs na glandula hipofisaria (35, 92). Outros (63) acham
que a plasmina ndo & a Unica responsavel pela clivagem em ex
tratos hipofisdrios e sugerem também a agdo de outras protei
nases.

Também o estudo da atividade lactogenica, pelo en
saio de papo de pombo (63, 92, 109, 110), demonstrou potencia
acentuada para as formas clivadas do HCH. LEWIS et al.(67) es
tudaram a a¢do diabetogenica dos Ihs do HCH, em cachorro, e
verificaram que a forma fundamental do HCH, Th-R, apresenta
atividade hiperglicemica fraca, porém quando convertida a
formas clivadas "in vitro" pela acao da subtilisina,torna-se
extremamente ativa na producdao de intolerancia a glicose e hi
perinsulinemia.

Quando a investigacao foi estendida ao homem, "in vi
vo'', as observagoes sobre as diferencas na hiocatividade e tal
vez no significado hioldgico, para os varios Ths, tamhém fo
ram confirmadas. Um trabalho realizado por BUNNFR et al. (17),
injetando Ths produzidos por digestao com subtilisina P em in
dividuos deficientes em hormdnio de crescimento (I'C), deterrmi
nou diferengas entre o Ths, a saher, niveis aumentados de ati

vidade metabolica, implicando em graus maiores de retencao de
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‘N e K, bem como aumentada calciuria e glicemia para as formas
clivadas. Analise sobre o metabolismo "in vivo', dos varios
Ihs (8), em individuos normais, utilizando formas que ocorrem
naturalmente, isoladas de uma preparagao de HCH hipofisario ,
demonstrou diferengas significativas entre as velocidades de
depuragao metabolica, sendo os Ihs clivados C, eD, os quais
possuem poténcia bioldégica maior, depurados em velocidade
menor que o polipeptideo intacto, Ih-B. Tal fato poderia for
necer uma explicacao para as potencias biolégicas « desiguais
das varias formas iso-hormonais, uma vez que a velocidade de
depuragao menor, somada as diferencgas encontradas no trabalho
de BUNNER et al., citado anteriormente, poderia resultar em
acao biologica prolongada e poténcia maior.

Ainda nao foi demonstrado se os diferentes Ths apre
sentam atividades somatotroficas reais diferentes no  homenm,
no que diz respeito ao efeito em tratamento prolongado sobre
o crescimento linear. A dificuldade de obtencao de Ihs puros
tem impossibilitado dados conclusivos neste campo (8)5

Diante de todos estes resultados, evidencia-se a ne
cessidade em se obter quantidades suficientes das formas iso
hormonais puras, que possibilitem trabalhos experimentais "in
vivo" e "in vitro'" que possam auxiliar no esclarecimento do
significado bioldgico destas formas hormonais. Diferentes gru
pos de pesquisadores teém demonstrado grande interesse na ob
tencdo de quantidades da ordem de miligramas de iso-hormonios
~puros para esta finalidade (8).

Citam-se, na literatura, técnicas diferentes para ob
tencao de formas iso-hormonais puras, do hormonio de cresci
mento humano.

BAUMANN § CHRAMBACH (9) utilizaram um método prepara
tivo de isotacoforese (ITF), acoplado ao sistema convencional
de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA). Submeteram
até 500 mg de preparacoes heterogéneas de HCH, intacta e apés
digestao com plasmina, para obtengao de formas homogéneas. A
plicaram a técnica de ITF, por um tempo total de 72 horas,ob
tendo a resolugao dos Ihs em bandas distintas. A regiao do
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gel, contendo os Ihs, foi seccionada e os segmentos foram elui
dos por difusao simples em agua. Os eluatos foram ' analisados
por EGPA em placa. Obtiveram algumas formas iso-hormonais pu
ras e outras com contaminacao entre si, provavelmente devido
as mobilidades proximas entre os Ihs. A recuperacao do método
variou de 86 a 98%, sendo fatores desfavoraveis o tempo 1longo
e a complexidade operacional, além do aquecimento consideravel
durante a ITF, condicoes que facilitam a degradagao proteica .
A referida técnica também nao se preocupou com a contaminagao

~por acrilatos, que provavelmente ocorreu durante a eluicao do
‘segmento de gel por difusao aquosa. Estes nao interferem em
EGPA analitica, porém devem ser eliminados no caso em que a
técnica seja utilizada para fins preparativos de formas iso-
hcrmonais purificadas.

LEWIS et al. (63) submeteram 100 mg de HCH 3 protedli
se com fibrinolisina bacteriana e aplicaram a técnica de cro
matografia por troca ionica em coluna de DEAE-celulose (DEAE-Q
para separagao das formas iso-hormonais, usando tempo de elui
cao de aproximadamente nove horas. Obtiveram tres formas iso-
hormonais que, assim purificadas, foram recromatografadas pela
mesma técnica para obter material realmente homogeneo. Em ou
tro trabalho, realizado pelo mesmo grupo (92), utilizou-se tam
bém a mesma té€cnica para obter, de um extrato hipofisario, qua
tro formas iso-hormonais homogeneas, que correspondem aos Ihs
B, Cy, D e E e outra fragao heterogenea que corresponde aos
Ths C, mais C,. Este método, além de exigir uma quantidade ele
vada de material, € relativamente demorado, pois necessita a
repurificacdao de cada fragao obtida, tendo a técnica de troca
ionica poder resolutivo inferior ao das técnicas eletroforéti
cas.

YADLEY et al. (110) utilizaram a técnica de EGPA  pre
parativa (54) para obter Ihs puros. Aplicaram 50 mg de uma pre
paracao heterogenea de HCH hipofisario intacto e dessa mesma
preparagao digerida por plasmina, coletando, diretamente, por
eluicao eletroforética, fragoes que foram analisadas por EGPA,
dialisadas, liofilizadas e estocadas a -20°C.Amostras contendo
1 a 5 mg de proteina foram repurificadas, por gel-filtragdo em
Sephadex G-50, para obter separagao maior entre as varias for
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mas e eliminar os contaminantes nao proté€icos tambem eluidos
do gel, provavelmente derivados da poliacrilamida e reagentes
de polimerizacao. Esta técnica permitiu a obtencao de formas
iso-hormonais puras sem contaminantes nao protéicos, como ¢&
comprovado pelo acordo existente entre a determinagao protéi
ca ponderal e pelo método de LOWRY (17). Isto, porém, foi con
seguido a custa de quatro fases: EGPA preparativa, dialise |,
liofilizagao e filtragao em gel de Sephadex, que sao notoria
mente demoradas, trabalhosas e, especialmente a segunda e ter
ceira, causadoras de possiveis alteragdes moleculares (2, 3,
50, 61, 62).

Neste trabalho, propoe-se a padronizagao de uma técni
ca simples, rapida e flexivel, para a obtengao de formas iso-
hormonais puras e que mantenha completamente inalteradas as
propriedades imunobioldgicas das moléculas hormonais. O método
utiliza exclusivamente a EGPA, associada a densitometria. A
técnica de EGPA, usada amplamente para fins qualitativos e
quantitativos, evidencia, na grande maioria dos casos, as ban
das protéicas mediante o tratamento com diversos corantes, in
clusive nitrato de prata. Estes métodos de coloracao, podem al
cangar uma sensibilidade de detecgao muito boa, porém nao po
dem se estender a aplicagoes preparativas, pois alteram as
propriedades bio-imunoldgicas das proteinas e apresentam pre
cisao baixa e, especialmente, exatidao ruim, na determinacao
quantitativa, sendo a intensidade de coloragao nao relaciona
vel linearmente com o conteudo protéico real do gel, altamen
te irreprodutivel no interensaio e extremamente variavel, em
fungao da estrutura e do ponto isoelétrico da proteina em
exame.

Alguns autores ja aplicaram a leitura direta do gel
na regiao de luz ultravioleta (UV) para fins de quantifica
cao de bandas protéicas (33, 43, 105) e outros descreveram
técnicas preparativas utilizando aparelhos complexos, para a
eluicao destas bandas (16, 19, 23, 55, 60, 71).

No laboratdrio do IPEN-CNEN/SP (IPEN), padronizou-se
uma técnica de leitura densitométrica direta do gel em luz
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UV, que possibilitou a quantificacao dos Ths de HCH, verifican
do-se a existencia de uma relacdo linear no intervalo entre 5
e 100ug de proteinas (45). Fsta metodologia foi aplicada a
técnica de eletroforese reversa, descrita por OTTO § éNEJDKRKQ
VA (80), oportunamente modificada, com a finalidade de obter
maior simplicidade,juntamente com o maximo de recuperagao. As
fases do procedimento preparativo incluem FEGPA e leitura dire
ta por densitometria UV e subseqliente eluicao da banda iso-hor
monal por meio de EGPA com corrente eletrica reversa (eletrofo
rese reversa ou FR),utilizando equipamentos simplificados e
reagentes disponiveis no mercado interno. Tentou-se  simplifi
car a elaboracao das fases, aumentando a rapidez, de modo a
efetuar a deteccao,separacao e eluigao da forma iso-hormonal
no mesmo dia, sendo esta submetida ao menor numero possivel de
operagoes,diminuindo assim,consideravelmente, as possibilidades

de degradacao,agregacao e perda da atividade imunohiolodgica.

Tentou-se obter uma técnica, com flexibilidade, aplicé
vel em todos os niveis de mobilidades eletroforéticas.Para tan
to ajustou-se a concentracao de’acrilamida no gel e o pH dos
tampoes de polimerizacdo e de corrida as condigdes ideais de
resolucgao.

A finalidade principal deste trabalho foi, portanto ,
padronizar uma técnica de EGPA preparativa, para obtencgao de
formas iso-hormonais puras, tornando-a aplicavel, simultanea
mente, para fins analiticos qualitativos e quantitativos de
Ths protéicos, sempre com procedimento nao-destrutivo,

Considerando que a técnica de EGPA preparativa tem re
sultado, em alguns casos, em perda de atividade imonolégica do
hormonio humano luteinizante (hLH) e tireotrofico (hTSH) (87 ,
103), apos padronizagado-do metodo de obtencao de formas  iso-
hormonais puras, uma das metas do trabalho aqui apresentado foi
também investigar se tal procedimento mantinha inalteradas as
propriedades imunobiologicas e fisico-quimicas das formas iso
‘hormonais do HCH. Tais parametros siao de importancia para o
- radioimunoensaio (RIE) (2,46) para o ensaio por receptores
de membrana (18, 59, 90, 104), estudos sobre o mecanismo
de acao e o metabolismo (8, 17) e uso clinico (2, 61, 62, 82 ,
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88) deste hormonio. A preservacdo da atividade somatotrofica
foi analisada aqui em ratos hipofisectomizados, pelo ensaio
de ganho de peso corporeo total (4, 72, 81, 108). Foi examina
do também o comportamento do Ih-B puro, em relacao a marcagao

1251), visando a obtencao de produtos mar

com radioiodo 125 (
cados de Th-B, cujos parametros de controle de qualidade se
jam aceitaveis, comparados dqueles estabelecidos para as nos
sas marcagoes de rotina (6), os quais estao de acordo com os
dados da literatura assim como com os parametros aceitaveis
pelos laboratorios no campo clinico-diagnostico (2, 13, 62 ,
68, 91, 92, 94). Analisou-se,também, seu comportamento na 1i
gagdo ao anticorpo especifico, mediante curva de determinacgao
da diluicao otima, em comparagdo com preparacoes heteroge
neas. Este estudo foi feito utilizando um anti-soro, anti-HCH,
de qualidade comprovada, fornecido pelo "National Institute
of Arthritis, Metabolism and Digestive Diseases" (NIAMDD -
F.U.A.) alem de outro anti-soro gerado no IPEN. Isto se
fez necessdrio, pois permitira futuramente, além de maior con
trole e homogeneidade de reagentes, realizar estudos compara
tivos baseados nestas formas iso-hormonais diferentes. Curvas
de RIE para uso clinico-diagndstico poderdo servir para ava
liar a influencia que possa ter o uso de tracadores homog§
neos ou heterogéneos na determinacdo dos niveis séricos de
HCH, basal e sob estimulo (91), e na propria validade destes
ensaios (2, 62, 66, 91).

Sera possivel também, montando sistemas de RIF especi
ficos para os varios IThs (66, 91), investigar mais propriamen
te seu comportamento e significado fisiologico, que ainda sao
obscuros (2, 8, 12, 66, 67).
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2, MATERIAIS E METODOS
2.1  EquipAMENTOS

- Suporte para tubos e lampada fluorescente de 15 Watts, para
polimerizacdo, construidos no IPEN.

- Cuba eletroforetica, de acrilico, com reservatdorios infe
rior e superior com capacidade de 600ml. Tecnica Permatron,
Sao Paulo.

Fonte de alta tensao, com tensao variavel de 0 a 1000V e
0 a 250mA. Tecnica Permatron, Sao Paulo.

Balanga analitica modelo H20T, com precisao de 0,0lmg. Met
tler, Zurique, Suicga.

Agitador mecanico do tipo "Vortex'", modelo 'ciclomixer"
Clay-Adams, U.S.A.

Agitador magnetico, modelo 16. Fisher Scientific Corporation,
U.S.A.

Densitometro, modelo Scan 400. Joyce Loebl, Londres, Ingla
terra.

Registrador grafico, modelo 28.000. Bryans, Londres, Ingla
terra.

Espectrofotometro PQM II - Carl Zeiss, Alemanha.
Liofilizador, modelo ML~L10-3. Metal-Lux, Sao Paulo.
"Gel-Slicer", seérie 264. Joyce Loebl, Londres, Inglaterra.
Lente binocular, modelo 16.249. Carl Zeiss, Alemanha.

Bomba de vacuo, modelo XX-6.000.000. Millipore, U.S.A.
Balanga com precisao de 0,1g, modelo 1001, Marte,Sao Paulo.

Espectrometro de cintilografia automatico, tipo pogo, com
cristal de NaI(T1l), que sera denominado "contador-gama" ;
Beckman, Calif., U,S.A.

Coletor de fracoes automatico, refrigerado, "ULTRORAC" 7000.
LKB, Estocolmo. Suécia.

Bomba peristaltica, modelo 4912A. LKR, Estocolmo, Suécia.

Centrifuga refrigerada automatica, "Superspeed", RC-2B, Sor
vall, Conn., U.S.A.
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- Rotor tipo HS-4, série 7654566. Sorvall, Conn., U.S.A.

2.2 ELETROFORESE ANALITICA

Utilizou-se, neste trabalho, para andalises qualitati
va e quantitativa dos Ihs do HCH, a técnica de eletroforese em
zona empregando-se matriz formada pela reacao de polimeriza
¢ao da acrilamida, a qual denomina-se eletroforese em gel de
poliacrilamida (EGPA).

2.2.1 MATERIAL BIOLGGICO

HCH produzido a partir de hipofises congeladas, no IPEN/
CNEN-SP (HCH-IPEN), lote 20.

!

HCH, preparacao AFP-4793B, fornecido pelo National Institu

1

te of Arthritis, Metabolism and Digestive Diseases - NIAMDD,
(HCH-NIAMDD). Baltimore, U.S.A.

Soroalbumina bovina (SAB), fracao V, especialmente purifica

i

da para radioimunoensaio, nimero de catalogo A-7888. Sigma,
St. Louis, U.S.A.

2.2.2 REAGENTES E MATERIAIS

¥

Acrilamida, 97%. Inlab , Sao Paulo.

- N, N' - metileno bis-acrilamida (BIS-acrilamida) , P.A.
Merck, Sao Paulo.

- N, N, N' , N' tetrametileno diamina (TEMED), P.A. Merck,Sao
Paulo.

Riboflavina. Roche, Sao Paulo.

H

H

Sacarose, cristais, P.A. Merck, Siao Paulo.

H

Acido cloridrico concentrado, P.A. Merck, S3ao Paulo.

Glicina, P.A. Merck, Sao Paulo.

H

Tris-hidroximetilaminometano (TRIS-basico), P.A. Merck, Sao

H

Paulo.
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- Bicarbonato de amonio, P.A. Carlo Erba, Sdao Paulo.
- Bicarbonato de sédio, P.A. Merck, Sdo Paulo.

- Membrana de celulose para dialise, 8/32. Visking Company,Ja
pao.

2.2.,3 SOLUCOES E TAMPOES ESTOQUE

Estas solucgoes foram preparadas de acordo com o métg
do descrito por DAVIS (30), mantendo-se a nomenclatura origi
nal utilizada por esse autor.

Todas as solucdes foram estocadas em frasco ambar, a
49C, exceto a solucadao F, que foi armazenada a uma temperatura
de -159C.

a- Solucoes usadas para polimerizacao da matriz.

Solucao estoque A

TRIS-basico 36,6g

TEMED 0,23ml

Acido cloridrico 1IN 48,0ml (aproximadamente)

Agua destilada q.s.p. 100m1

pH: 8,0 ; 8,9 e 9,3 ; variando a quantidade de HC1 1IN em
pregada.

Solucao estoque C

Acrilamida 28,0g

BIS-~acrilamida 0,735g

Kgua destilada q.s.p. 100m1

Solucao estoque E
Riboflavina 4,0mg
Agua destilada q.s.p. 100ml

b~ Solucdo usada na aplicacao da amostra.

Solucao estoque F

Sacarose 40,0g
Agua destilada 100m1
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¢~ Tampdo usado para corrida eletroforética.

Tampao estoque tris-glicina-0,4M

Tris-basico 6,0g
Glicina 28,8g
Kgua destilada q.s.p. 100ml
pH : 8,3

2.2.,4 TECNICA ELETROFORETICA

0 método de DAVIS (30) foi parcialmente adaptado,modi
ficardo-se, inicialmente, o pH da solugao estoque A, empregan
do~se somente o gel de separagdao ou gel principal e excluindo
a polimerizacao da amostra em gel, adotando-se a eletroforese
de amostras liquidas.

Como catalisador da reacao de polimerizagao da matriz
usou-se a riboflavina, em concentragao final de 0,005mg/ml ,
em substituig¢dao ao persulfato de amonio. A fotopolimerizacgao
da matriz foi executada a 4°C, por 45 minutos. Foi abolido o
uso do tragador azul de bromofenol para fins quantitativos. A
coloragdo dos géis foi substituida pela leitura densitométria
direta.

2.2.4,1 PREPARACAO DAS AMOSTRAS PARA EGPA

2,2.4,1.1 Extracdo e Purificacdo do HCH

A preparacgao -de HCH aqui utilizada foi obtida nos
laboratorios da Divisdo de Radiobiologia, do IPEN-CNEN/SP, de
nominado HCH~-IPEN, lote 20. '

Partiram-se de hipofises congeladas a ~15°C, empre
gando o método de extragdo descrito por ROOS et al. (86), mo
dificado por ASSIS et al. (1) quanto a fase de primeira extra
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¢do do material biologico e semi-automatizacao durante a fa

se de fracionamento do extrato em gel de Sephadex G-100,subs
tituindo nesta fase o uso de tampao fosfato por glicina- fos
fato., O HCH-IPEN obtido foi liofilizado e mantido a 4°C, sob
viacuo, em dessecador.

A figura 4 apresenta um esquema geral do método
de extragao do HCH-IPEN.

2,2.4,1,2 Preparo das amostras de HCH-IPEN

Verificou-se, experimentalmente, que a presenga
de glicina, na amostra, produz interfereéncia na analise pro
téica por densitometria. Tornou-se entdo necessario submeter
a amostra a dialise para eliminagado da glicina.

A fim de manter o HCH armazenado soh a forma de
po liofilizado, essa operacao foi efetuada sempre imediata
mente antes da eletroforese, preparando-se somente quantida
de de hormonio necessaria no dia do experimento.

A membrana de celulose para dialise foi mantida
sob ebulicao, por 30 minutos, em solucao de bicarbonato de
amonio 0,1M; para neutralizar a superficie e homogeneizar os
poros. A seguir, foi lavada em agua destilada corrente e ar
mazenada a 49C,imersa em agua destilada.

Definiu-se a relagao existente entre a quantidade
de HCH para glicina, que foi de 1:21. Pesou-se a quantidade
de pd total contendo a quantia de proteina desejada e dissol
veu-se em agua destilada; pH 7,0; para a concentracao de
lmg/ml., A menos que seja citado no texto subentender-se-a
que todas as amostras protéicas foram usadas nesta concentra
Gaon.

Diferentes tampoes e solugdes para dialise foram
por nos analisados, por exemplo, dgua destilada, dgua desti
lada com pH 7,0; tampao fosfato de potassio 0,05M - pH 7,6 ;
solucao de bicarbonato de sodio 0,0IM. A Gltima foi a que se
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mostrou mais eficiente, nao apresentando o inconveniente de
turbidez ou precipitagao parcial da proteina, nao ocorrendo
perdas do material nesta fase. A dialise foi entao efetuada
em recipiente de vidro de 8 litros, sob agitacao magnética,a
4°C, com duas trocas de solucao (8,0 1), por tempo total de
16 horas.

2.2,4.1.,3 Preparo das amostras de SAB

A SAB utilizada apresenta-se sob a forma cristali
zada, como proteina pura, portanto ela foi pesada em balanca
analitica com precisao de 0,0lmg e dissolvida em agua desti
lada com pH 7,0; para a concentracao final de 1lmg/ml. Prepa
rou-se, em cada corrida eletroforética, nova solugao de SAB,
para impedir que possiveis erros iniciais, oriundos de uma
finica pesagem, se prorrogassem na analise quantitativa, no
interensaio.

2.2,4,1,4 Preparo das amostras de HCH-NIAMDD

A preparagao de HCH fornecida pelo NIAMDD, de al
ta pureza, foi pesada e dissolvida nas mesmas condigoes cita
das no Item acima.

2,2.,4,2 Géis de Referencia

Cada corrida eletroforética foi sempre acompanhada
de dois géis usados como controle.

Gel-branco: Contém todos os elementos da amostra, ex

cluindo a proteina, sendo preparado ao mesmo tempo que as
amostras protéicas.

Gel M-SAB: Utilizaram-se 100pug de SAB, nas mesmas
condigoes das amostras protéicas em analise. Fssa proteina
quando analisada em EGPA, apresenta tres bandas distintas
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que correspondem ao monomero, dimero e trimero. Como referen
cia qualitativa para a corrida eletroforética adotou-se a ban
da monomérica da SAB (M-SAB), a qual teve sua migragao relati
va (Rm) determinada em todos os experimentos, fornecendo as
~sim uma validade estatistica interensaio.

;2.2;q.3 Preparo das Matrizes de Gel

2.2.4,3,1 Solugoes para polimerizacao

0 gel de separagao foi preparado, inicialmente, em
quatro concentragoes diferentes de acrilamida, seguindo a me
todologia descrita por HEDRICK § SMITH (51), mantendo-se cons
tante a razao acrilamida para bis-acrilamida em 38,1.

As solugdes de preparo dos geis foram feitas ime
diatamente antes da polimerizagao,mantendo-se, para cada con
centragao total de acrilamida no gel (A%), as seguintes pro
porgoes entre as solugoes estoque:

AY Sol. A(ml) Sol. C(ml) Sol. E(ml) | Agua destilada(ml)
7 1 2 1 4
10 1 2,85 1 3,15
12 1 3,43 1 2,57
14 1 4 1 2
Apds o estudo inicial da resolugdo da matriz, em

diferentes concentragoes de acrilamida, definiu-se a  concen
tragao ideal para os Ihs do IICH, que foi de 7%. Variou-se, ex
perimentalmente, outra condigao fisico-quimica da matriz, que
pode influir na resolugao, tal como pH da solugao estoque A,
empregando-a em p!' 8,0; 8,9 e 9,3, mantendo-se o menor tempo
de corrida eletroforetica.Na EGPA analitica,portanto, empre
gou-se matrizes de 7% de acrilamida,com sol.estoque A em pH
8,9.


http://acrilamida.com
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2.2,4,3,2 Polimerizacao do gel

Utilizaram-se tubos de vidro de 6mm de diametro in
terno por 80mm de comprimento, vedando-se uma das extremida
des com membrana adesiva do tipo "Parafilm". Os tubos foram
dispostos em estante apropriada para manter uma posigao rigo
rosamente vertical. As solugoes de polimerizagao foram trans
feridas para os tubos de vidro, mantendo-se uma altura uni
forme de 6,5cm de solucao em cada tubo. Sobre a superficie da
solucao pipetou-se cerca de 0,2ml de agua destilada, a fim
de evitar a formacao de menisco na extremidade superior do
gel e permitir bandas perfeitamente horizontais na separagao
eletroforética.

A reagao de fotopolimerizagdo da matriz foi efe
tuada, dispondo-se os tubos & distancia aproximada de 7cm da
fonte luminosa, durante 45 minutos, a 4°C. Apds esse tempo a
agua na extremidade superior foi retirada por meio de papel
absorvente.

2,2.4,4 Aplicagao da Amostra

Imediatamente antes da aplicagdo no gel, as solugoes
protéicas foram homogeneizadas, sob agitacdo mecanica modera
da, em aparelho do tipo "Vortex'". Empregando-se micropipetas
regulaveis Gilson de 0 a 20pl e 0 a 200ul (Rainin, MA,U.S.A.)
as solugoes protéicas contendo SAB, HCH-IPEN e HCH-NIAMDD fo
ram aplicadas na extremidade superior do gel de separacgao, em
quantidades de 5, 10, 25, 50 e 100ug por gel. As amostras fo
ram analisadas,sempre,em duplicata. O HCH-NIAMDD, devido a
sua escassez, foi analisado em um Unico ensaio. O volume fi
nal da amostra foi semp}e igualado, completando-se com o di
luente até um volume maximo de 200pl. A cada amostra adiciona
ram-se cerca de 50yl de solugao estoque F, com a finalidade
de aumentar a densidade da solugao, evitando sua mistura com
o tampao de corrida antes do inicio da eletroforese.

A amostra aplicada foi homogeneizada por inversoes re
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petidas dos tubos de vidro, vedando-se a extremidade superior
com "Parafilm".

2.2.,4,5 Corrida Eletroforética

0 tampdo estoque tris-glicina foi diluido atée 0,04M ,
imediatamente antes do uso e empregado como tampao de  corri
da.

Os tubos de gel foram posicionados verticalmente na
cuba, entre os dois reservatorios. Completou-se o volume aci
ma da amostra, em cada tubo, com o tampao de corrida e a se
guir preencheram-se os reservatorios com esse mesmo tampao .
Aplicou-se corrente eletrica anddica constante de 2mA por
gel, efetuando-se a eletroforese a 4°C. O tempo de corrida
foi determinado pela distancia de migracdo do azul de  bromo
fenol ou da banda amarela visivel que migra sempre a frente
das proteinas, provavelmente formada pela riboflavina presen
te na solucao estoque E usada no preparo da matriz, ou por
fragcoes nao polimerizadas de acrilamida (105).

Experimentalmente, verificou-se que a mohilidade ele
troforética desta banda amarela nas condicdes eletroforéticas
aqui empregadas, € muito semelhante a do tracador azul de bro
mofenol, permitindo assim sua omissao, especialmente na técni
ca quantitativa. O azul de bromofenol, mesmo em concentracao
baixa, provoca arraste junto a SAB, interferindo na quantifi
cagao por densitometria.

Interrompeu-se a corrida eletroforctica quando a fren

te de migracao chegou até cerca de 5mm da extremidade infe
rior do gel.

2.2;4,6 Remocao dos G€is

Apbs a eletroforese, as matrizes dc gel foram retira
das dos tubos de vidro,utilizando-se uma seringa de 10ml, com
agulha de aco inoxidavel BD 23. A agulha foi introduzida en
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tre a parede interna do tubo e a superficie do gel,injetando-
~se agua gelada e simultaneamente girando a agulha por volta
da parede, de modo a desprender toda a superficie do gel. De
ve-se tomar todo o cuidado para nao arranhar a superficie do
gel, o que produziria o aparecimento de artefatos na leitura.

Os geis foram colocados em tubos de ensaio, de 10mm x
105mm, imersos em agua destilada e mantidos em posigao hori
zontal. Verificou-se, experimentalmente, que a permanencia
dos géis nesta posigao fornece densitogramas com linha hase
menos acidentada e mais uniforme.

2.2,5 TECNICA DENSITOMETRICA

Imediatamente apds a eletroforese a matriz de gel foi
submetida a uma leitura direta em densitometro, na regiao UV,
com feixe de luz no intervalo de 220 a 310nm. O densitometro
esta acoplado ao registrador que descreve graficamente, em
varias amplificagoes e velocidades do papel, um perfil de ab
sorvancia por comprimento de gel.

Neste trabalho as condigoes de registro foram estabe
lecidas em:

velocidade do papel : 1lmm/s,

diferenca de potencial:2,5mV,
uma vez,que a velocidade do gel, em frente ao feixe de 1luz,
é fixa em 25mm/min.

A partir do densitograma obtido, fez-se a analise qua
litativa e quantitativa, nao destrutiva, das bandas iso-hormo
nais das proteinas empregadas. Para as medidas respectivas de
migracao eletroforética e area empregou-se régua transparente
de 20cm, com divisoes de 0,5mm.
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2.2.5,]1 Analise Qualitativa

2,2.5.1.1 Emprego dos géis de referencia

Todos os parametros fisico-quimicos usados para
caracterizacao e identificagao dos Ihs do HCH, por meio de
FGPA (10,27,35,63,92,94,109,110), foram simplificados nesse
procedimento, introduzindo-se o uso de um padrao protéico,
M-SAB, como referencia de migracao eletroforetica. Mudancas
pequenas nas condigoes fisicas, pH e/ou concentragoes das
solugoes empregadas na teécnica sao suficientes para modifi
car significativamente a mobilidade eletroforética das  ban
das proteicas (24, 25, 56, 85).

0 emprego da banda proteica M-SAB, como um indica
dor das condigbes eletroforeticas, acusou fugas pequenas das
condigaes de eletroforese estabelecidas inicialmente, alem
de permitir as correcOes necessarias para a identificacao con
fiavel da forma iso-hormonal.

O gel utilizado como controle (branco) definiu a
linha base do perfil de absorvancia obtido.

2.215!1;2 Calculos

2,2,5,1,2,1 Migracdo relativa (Rm)

A partir do eletroforetograma de absorvancia x
comprimento de gel, obtido por densitometria direta, calcu
lou-se a distancia de migragdo relativa (Rm) para a proteina
de referencia, estabelecendo inicialmente um valor médio in
terensaio, com confiabilidade estatistica boa, para numero
de ensaios igual a 20.

A seguir, determinaram-se valores de Rm para as
bandas iso-hormonais das diferentes preparacoes de HCH,
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Adotou-se como ponto médio das bandas protéicas
o ponto maximo dos picos no perfil de absorvancia. Fm cada
perfil efetuaram-se as seguintes medidas, expressas em mm:

1. distancia de migracao do azul de bromofenol : X

2. distancia de migracao de cada banda iso-hormonal : Y

0 calculo da migracdo das bandas proté€icas em re
lagao a frente eletroforética, ou Rm, &€ feito pela  seguinte
relagao.

X
X

Rm = (equacao 1).

Os valores de Rm obtidos foram analisados quanto
a sua reprodutibilidade intra-e interensaio, por meio de des
vio padrdo (S) e coeficiente de variacao (CV).

CV = fg— . 100 (equagao 2).

M

-

M = media de dados experimentais, de uma maneira genérica.

2.2,5,1,2,2 Razdo entre 8 Rm do Ih-B e M-SAB

Observou-se, experimentalmente, que ha sempre uma
relagdao constante entre a migracao das diferentes bandas pro
téicas, em géis a 7% de acrilamida. Mesmo quando as condigdes
eletroforeticas preestabelecidas se modificam, a relacao e
obedecida, apesar das Rms se apresentarem com valores altera
dos.

Com o proposito de simplificar o procedimento de
analise qualitativa, de modo a obter identificagdo que corres
ponda verdadeiramente a determinada banda iso-hormonal, em
tempo curto, imediatamente apos a leitura densitométrica,apro
veitou-se essa relagao e definiu-se a razdo numeérica entre a
migragao da banda iso-hormonal do Ih-B do HCH e a banda pro
t€ica usada como referencia (M-SAR).
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Essa razao, estabelecida para a finalidade des
crita acima, foi denominada K e foi definida como sendo:

Rm do Ih-RB
Rm da M-SAB

K = (equacao 3).

0 valor médio para esta razao K obtido apdos 32
corridas eletroforéticas, calculando-se o desvio padrdo e o
coeficiente de variacao, foi extremamente Util em comparacoes
interensaio de dados obtidos em tempos e condicoes diferentes.

Observou-se que a razio K & mantida mesmo quando
existem diferencas significativas no pH dos tampoes usados
no preparo das matrizes e na corrida eletroforética.

Por meio do valor numérico de X, foi possivel i
dentificar realmente o Ih-B, no caso de ensaios em que houve
mudancas nas condigdes eletroforéticas, pois o seu uso possi
bilitou aplicar a seguinte corregao:

K _ fm do Th-B,; ensaio
no ensaio
Rm da M-SAB., ensaio
Rm Th=B.,. = Ky 5 ensaio X 17 M=SAR (valor médio)
(equacao 4).
onde,

Rm Ih*BCor = migracao relativa do Ih-B corrigida, por meio
do valor medio da migragdo relativa da M-SAB ,
que foi definido estatisticamente em condicoes
normais de eletroforese.

2.2,5,2 Analise OQuantitativa
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2.2.5,2,1 Fundamentos teoricos

A analise quantitativa, por nés padronizada, utili
zando densitometria direta, fundamentou-se na lei de LAMBERT-
BEER (38) cujo enunciado diz: "Se na trajetdria de um feixe
de radiagdo luminosa ha aumento sucessivo no nimero de molécu
las absorventes identicas, a intensidade do feixe diminui pro
porcionalmente com o incremento de moléculas do meio'.

Seguem, entdo, as expressoes matematicas:

d1
dN

= ~p. o I (equacao 5).

A

Onde:

£

dI = Quantidade de energia absorvida, da energia total, Ij ,
incidente na celula.

dN = Aumento no numero de moléculas absorventes do meio.
I = Intensidade de radiagao transmitida pela amostra.

= Constante de proporcionalidade, fungao do comprimento de
onda () na solugao.

0 sinal negativo na equagao 5 significa justamen
te que a energia transmitida € inversamente proporcional ao
incremento do numero de moléculas absorventes identicas do

meio.

Integrando-se a equagao 5, vem:

I
S G u dN
A
1 1
0
I
In~— = -y N
I A
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0

1n"""’=uoN
I A

Onde:
N = Nimero de moleculas absorventes contidas no ponto onde a

intensidade € reduzida de IO a I, por um feixe de seccao

transversal de lcmz.

IO= Intensidade de energia luminosa que incide na cubeta.

Quando a secgao transversal do feixe (s), € diferen
te de lcm?, tem-se:

In— =y, . N.s (equacao 6).

0 produto (Nxs), na equagdo 6, € equivalente ao nu
mero de particulas efetivas na absorcao e pode ser substitui
do pelo produto concentracao vezes comprimento da trajetoria

do feixe luminoso no meio absorvente (cxd). Neste trabalho
d corresponde a lcm. A constante My € entiao substituida por
k, que € expressa em unidades de massa por area da seccao

transversal. Da equacao 6, resulta:

in Eﬁ = k.c.d (equacao 7).
I

O parametro k € substituido pelo coeficiente de ex
tincdo ou indice de absorvancia (a), que € caracteristica de
uma combinacao particular entre o soluto e o solvente, para
um determinado A incidente. Fste coeficiente ja inclui as
unidades de transformacdo de logaritmo neperiano (1n) para
logaritmo na base 10 (log), obtendo-se a equacdo 7 na forma
abaixo.

Iy
log ~f=a.c.d

A expressao (log UO/I))define, fisicamente, a absor
vancia (A) de uma amostra, do que resulta:

A=a.c.d (equacao 8).
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Ouando se deseja comparar quantitativamente a absor
vancia de varias substancias conhecidas, usa-se o coeficiente
de extingao molar e.

A=¢. C., d (equacao 9).

Onde:

¢ = coeficiente de extingdao molar ou indice de absorvancia
molar.

C = concentragao molar (Mol/litro).

Quando se trabalha com substancias de peso molecu

lar alto, especialmente proteinas, o coeficiente de extincao
0,1%
N lcm, A
seja, extingao de uma solugdo de 0,1% da substancia em estu

pode ser expresso em fungdo do peso percentual, E , ou
do, utilizando-se, para leitura, cubeta de lcm de caminho op
tico interno, para determinado A,

Eo’l% - A (equacao 10).

lIcm, A d . C

C' = concentragao percentual em peso.
Neste trabalho, adotaremos o coeficiente de extincao,ou extin
cao, conforme o expresso na equagao 10.

2.2,5.,2,2 Curva padrao de concentracgao

2.2.5.2.2.1, Calculo da area dos picos

Aplicaram-se, ds matrizes de gel, quantidades de
proteina de 5, 10, 25, 50 e 100ug, para eletroforese e leitu
ra densitométrica subseqlente. Aplicaram-se sempre duplicat;
de amostras, efetuando-se também dupljcata de leitura. Fize
ram-se quatro ensaios para a SAB e cinco ensaios para o UCHt
IPEN. Para a determinagao quantitativa do HCH-NIAMDD efetuou-
se somente uma corrida eletroforética.
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A partir do cromatograma de absorvancia por com
primento de gel, obtido na analise densitometrica, calculou-

se a area dos picos protéeicos sob a curva obtida, expressa
em mmZ. A linha base definida pelo gel branco ja citado no
item 2.2.5.1.1, serviu como referencia na determinacao da

‘area dos cromatogramas dos geis contendo proteina. A area foi
calculada manualmente, definindo-se uma linha base e dividin
do-se o pico total em triangulos, de forma a obter o aprovei
tamento total da superficie correspondente a posicao da  pro
teina no gel.

Obtiveram-se as areas das divisdes triangulares
pelo método geométrico convencional: base vezes altura, divi
dido por dois.

Para os valores de area calculados, analisou-se a
reprodutibilidade intra e interensaio, por meio do desvio pa
drao e CV.

2.2,5,2,2,2 Determinacao da equacio da reta

0 valor de area calculado foi relacionado com
o teor de proteina correspondente, lancando-se ,em grafico 1i

‘near, na abscissa a quantidade crescente de proteina (ug) e
na ordenada os valores de area (mmz) respectivos.

Calculou-se, em cada ensaio, a reta de calibra
¢do, utilizando o método dos minimos quadrados, em calculado
ra TI 51 III (Texas Instruments, U.S.A.). Tratou-se a quanti
dade de proteina como variavel independente (X) e a area como
variavel dependente (Y).

Para cada proteina, calculou-se a reta padrao
média, pela qual, conhecendo-se a area densitométrica, se po
de estimar o teor protéico desconhecido de uma solucio, em
pregando o método de quantificacao nao-destrutivo,

As equacoes empregadas no calculo foram:
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A - Equacao da reta

Y=mX+b (equacao 11).

Onde:

m = inclinacao da reta (mmz/ug)

it

interseccao da reta com a ordenada

quantidade de proteina (ug)

T S o o
i

= area (mmz)

A.1 - Calculo de m

N . (x. « y.) - X. «} Y.
m = ! 1 2 L 1 L 1 (equacgao 12).

2
N ) - (] xg)

Onde:

N = nimero de dados experimentais.

A.2 - Calculo de b

b=¥%¥-mX (equacao 13).
Onde:
o Lx Iy
X = — e Yy = —
N N
B - Coeficiente de correlacao linear (r)

Iy =X . vy - 1)

T = (equacao 14).

Vi, - ©% . Iy, - D

Para esse tipo de quantificacdo proteica & mui
to importante obter-se linha base de leitura com flutuacgoes
minimas e horizontalidade. O gel branco, de referencia, foi
usado aqui para verificar as alteragOes ou contaminagoes pos
siveis nas solucdes de polimerizacdo, mantendo-se as condi
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¢oes ideais para a quantificacdo por intermedio de leitura
densitométrica direta.

2.2.5,2,3 Comparacao entre densitometria e espectrofotometria

Com o objetivo de validar a técnica de quantifica
c3o densitomé€trica ao nivel dos métodos que utilizam leitura
espectrofotométrica para a determinacdo protéica quantitativa,
efetuou-se o seguinte. Prepararam-se solucoes de SAB e HCH-
IPEN, em concentracao de 0,2mg/ml, em agua destilada. Para es
- tas duas solugoes, fez-se a leitura em espectrofotometro, em
cubeta de quartzo com caminho optico (d) igual a lcm,nos Mg
de 230, 260 e 280nm. A leitura em densitometro foi feita no

mesmo tipo de cubeta, em feixe no intervalo de 220 a 310nm.

Os valores de absorvancia obtidos foram transforma
dos em coeficiente de extingao de 0,1% da substancia em ana
lise, conforme a equacao 10, no item 2.2.5.2.1.

Compararam-se os coeficientes de extincao obtidos
nos dois instrumentos de leitura optica. Os valores obtidos
por espectrofotometria, para SAB e HCH-IPEN, a 280nm foram
comparados aos citados na literatura, neste mesmo A.

2.2,5,2,4 calculo da sensibilidade

Determinou-se a sensibilidade da técnica de anali
se quantitativa, de acordo com RODBARD (84), empregando-se so
mente as meédias e desvios-padrdes respectivos, referentes a
area, para o ponto zero (gel branco) e para a menor quantida
de de proteina usada no ensaio (Sug).

Adotando-se, ainda, as definicoes empregadas para
as varidveis X e Y, no item 2.2.5.2.2.2, as equagdes emprega
das no calculo foram:
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A - Graus de liberdade (n)

=
i

(N0 - 1) + (N1 - 1 (equacao 15).

; Onde os indices i = 0 e i = 1, referem-se respecti
vamente aos valores nas quantidades zero e 5ug de proteina.

N; = Nimero de dados experimentais.

B - Desvio padriao médio (S,)

(¢ xny) + (% xn)) )
S = (equacao 16).
n

S. = desvio padrdo das respectivas médias (branco e 5ug de
proteina).

C - Valor t de Student éxperimental (t)

Y, - Y
t = . 01 (equacdo 17).
[tsg/ng) + (si/my)'/?




Onde:

Yi = valor medio experimental das medidas respectivas.

D - Calculo do valor minimo detectavel para a variavel depen
dente (Y 7).

1/2
min o -t - Sy [(1/n0 + l/nl)] (equagdo 18)

E - Quantidade minima detectavel (QMD ou Xin)

Substituindo o Y . na equagdo 11, do item 2.2.5.2.2.2 ,
determina-se o valor minimo que pode ser determinado para a
variavel independente (Xmin)‘

Y - - b
X - ainh : (equagao 19) .
min
m
O valor calculado para Xmin determina a sensibili
dade, ou seja, a quantidade minima de proteina detectavel

(QMD) pela técnica quantitativa de .densitometria direta, en
tao padronizada.

Analisou-se a precisao e reprodutibilidade intra-
e interensaio, determinando-se os CVs respectivos, conforme a
equacao 2.
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2.3 JEcNICA PREPARATIVA PARA OBTENCAO DO IH-R PURO

Padronizou-se a técnica de EGPA preparativa  (EGPAp)
para a obtenciao da forma iso-hormonal B, eletroforeticamente
homogeénea.

Os reagentes,materiais e equipamentos empregados fo
ram os ja citados no item 2.2, eletroforese analitica.

0 método preparativo padronizado inclui tres fases, a
saber.

I. Eletroforese de separagao. Resolugao do Ih-B,

II. Densitometria ultravioleta com leitura direta .
Identificacao e localizagao da banda iso-hormo
nal.

ITI. Segunda eletroforese com corrente reversa. Elui
cao do Ih-B da matriz de gel.

2.3.1 MATERIAL BIOLOGICO

~ HCH-IPEN, lotes 24 e 25.

- SAB, ja especificada no item 2.2.1.

2.,3,2 ELETROFORESE DE SEPARACAO (FASE 1)

2.3.2,1 Preparacao do Gel

Empregou-se, para o preparo da matriz, tubo de vi
dro de 10mm de diametro. interno por 110mm de comprimento.Usou
se a mesma metodologia aplicada na EGPA analitica, com a mes
ma concentracao em acrilamida (7%), mesmas solucoes, tampoes
e condicoes de polimerizagao.
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2.3.2.2 Preparacao das amostras

203!2:211 ,I_{,E_I_!

A preparacao de HCH-IPEN, lote 24 e 25, usada para
a purificagao do Ih-B, foi obtida seguindo a metodologia cita
da no item 2.2.4.1.1, com a modificacao seguinte.

A extracgao, a partir da operacao de homogeneizacao
das hipofises (operacao A, da figura 4) foi efetuada em pre
senca do inibidor enzimatico aprotinina (Trasylol, Bayer, Sao
Paulo), na concentragao de 50 UIC/ml, com a finalidade de
obter uma preparacao mais rica na forma fundamental, I1h-B.

Pesaram-se 105mg de po liofilizado, contendo  Smg
de HC, que foi dissolvido em 1 m) de agua destilada com pH 7,0
A amostra foi dialisada nas condicbes ja citadas no item
2.2.4.1.2, por tempo total de 16 horas, com treés trocas de so
lugao (81litros).

Apos dialise, separou-se uma aliquota contendo
0,4mg de HC, mantida a 4°C, para analise posterior, denomina
da aliquota de referencia. A quantidade restante (4,6mg) foi
aplicada ao gel.

2.3,2.2,2, SAB

Pesaram-se 3mg de proteina, que foi dissolvida em
1 ml de agua destilada com pH 7,0.

As amostras foram preparadas imediatamente antes
da aplicacao na matriz.

beo oeno L srmnenc o olEan, Pl

{ LB
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2.3,2.3 Aplicacao da amostra

As amostras, em solugdo, em volume maximo de até 1l ml,
foram aplicadas na parte superior do gel de separacao. Para
cadal ml de amostra adicionou-se 200ul de solucao estoque F ,
seguida de homogeneizacgao.

2.3.2,4 Eletroforese

A primeira corrida eletroforética foi realizada a
temperatura de 4°C, com corrente elétrica anodica constante de
SmA e 300V. Foi mantida ate migracao da frente eletroforetica
a cerca de 5mm do final do gel. Nessa fase ocorre a resolucao
das bandas iso-hormonais na matriz, possibilitando sua identi
ficacao e localizacao. A figura 5 representa a eletroforese
de separacao.

2.3.3 DENSITOMETRIA (FASE II)

Apds a eletroforese, a matriz preparativa foi imedia
tamente submetida a leitura densitometrica direta. O Th-B foi
reconhecido e localizado, empregando-se a técnica de analise
qualitativa citada anteriormente (item 2.2.5.1). A regido da
matriz contendo o Th-B foi delimitada e seccionada,obtendo-se
o segmento de gel P. A figura 6 mostra essa fase do procedi
mento.

2.3.4 ELUICAO DA BANDA TSO-HORMONAL

2.3.4,1 Difusao Simples

Inicialmente, tentou-se extrair a banda iso-hormonal
da matriz de gel por meio de eluicdo por difusdo simples. Nes
te procedimento o segmento de gel P, contendo a banda iso-hor
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—— - -

AMOSTRA

GEL DE SEPARAGAO
(7% de acrilamida)

\TAMPAO DE CORRIDA

S——

VOLTAGEM: 300 V
AMPERAGEM: 5 mA

CE - Sentido da corrente elétrica (anddica).

FIGURA 5 - Esquema da eletroforese de separagdo do méto-

do preparativo, para a obtengao do Ih-B puro (FASE 1).
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@ SEGMENTO P,

CONTENDO O Ih-B

1 {4———— DENSITOGRAMA

GEL COM PINOS INDICA-
DORES DA REGIAO A SER
SUBMETIDA A ER

FIGURA 6 - Densitograma obtido em leitura direta, indi-

cando a posicdo dos Ihs na matriz de gel (FASE I1).
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monal foi multiseccionado em pedagos de 1lmm, empregando-se um
"'gel-slicer'". Cada segmento foi imerso individualmente em
0,5m1 de tampao fosfato de potassio - 0,05M - pH 7,6; mantido
a 4°C, sob agitagao moderada constante, por tempo de 16 horas,
em agitador mecanico (modelo Kline, Fanem, Sao Paulo).

Com a finalidade de eliminar os contaminantes e dimji
nuir o tempo operacional desse estagio, introduziu-se a tec
nica de eletroforese reversa (ER) de OTTO & SNEJDARKOVA (80),
modificada, eliminando-se o gradiente de sacarose e introdu
zindo-se a membrana de dialise para coleta.

2,3,4,2 Eletroforese Reversa - ER (Fase IIT)

Utilizaram-se os mesmos equipamentos,materiais, solu
coes e tampoes empregados na fase I.

Antes de aplicar a FR para a obtencao do Th-B puro,
a tecnica foi executada usando-se SAB, para a obtencao da
forma monomérica (M-SABj pura e eletroforeticamente homoge
neé, até se conseguir rendimento experimental considerado sa
tisfatorio.

2,3.4,2,1 Preparo da amostra

O segmento de gel P, contendo o Ih-B, foi introdu
zido no interior de uma membrana de didlise cilindrica, prepa
rado conforme o Item 2.2.4.1.2, com a extremidade inferior ve
dada por um nod.

O segmento assim revestido foi introduzido num se
gundo tubo de vidro do mesmo diametro que o usado na primeira
eletroforese, com comprimento menor (10 x 80mm). Aplicaram-se
2,0ml do tampao de corrida na parte superior do segmento, no
interior da membrana. Fechou-se a extremidade da membrana com
linha de algodao, na altura do liquido, de modo a nao permi
tir a formacao de holhas de ar no interior.
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2.3.4,2,2 Preparo do gel

Preparou-se a solugao de polimerizacac com 7% de

acrilamida. Com parte dessa solucao lavou-se o interior do
tubo de vidro contendo o segmento P. A solucac de lavagem foi
desprezada. Fechou~-se a extremidade inferior do tubo de vidro
com membrana adesiva do tipo "Parafilm'". A solucao restante
foi transferida para uma seringa de plastico de 20ml. Uma cé
nula de pldstico de Imm x 100mm foi acoplada i safda da serin
ga. Introduziu-se a canula de plastico entre a narede interna
do tubo de vidro e a membrana de dialise. A solucd@o de polime
rizagao foi injetada lentamente para o interior do tubo de vi
dro, mantido em posicao vertical ligeiramente inclinada, de
modo a permitir a saida de ar pelo local de introducgao da cé
nula, 4 medida que a solucao de polimerizacao foi sendo intro
duzida. Todas as bolhas de ar no interior do tubo devem ser
assim eliminadas. A figura 7-a mostra essa parte do procedi

mento.

2.3,4,2.3 Polimerizacao

A regiao do tubo contendo o segmento P foi reco
berta com folha de aluminio para evitar exposicdao a luz. A po
limerizacdo foi realizada a temperatura de 49C, em luz fluo
rescente, durante 45 minutos.

2,3.4,2.4 Eletroforese

A matriz assim preparada foi submetida a segunda
corrida eletroforética com corrente elétrica reversa (catédi
ca), ou simplesmente, eletroforese reversa (ER). Aplicou-se
intensidade de 10mA e 300V. 0O Th-R migrou do segmento de gel
P para o tampdo retido no interior da membrana. A migragao
total ocorreu apds 60 minutos de corrida eletroforética. A fi
gura 7-b apresenta a ER, -

L

Apés ER o segmento P foi corado com coomassie

, - . - - - .
blue” (26) e descorado com acido acetico 7% para analise da
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A» TUBO DE PLASTICO

MEMBRANA DE DIALISE
CONTENDO O TAMPAO
DE CORRIDA

SEGMENTO P

SENTIDO DA INCLINA- CONTENDO O Ih-B

CAO DO TUBO, PARA
ELIMINACAO DO AR.

SOLUCAO PARA POLIMERIZACAO
DO SEGUNDO GEL

MEMBRANA ADESIVA DO '
TIPO “PARAFILM" '

_ 5351:::- TAMPAO DE COLETA DO

_,T AT Ih-B
=—§— SEGMENTO P

|
B-
ju I ‘ZEEE) _ MEMBRANA DE DIALISE

—_— _— .vG——EBTAMPAO DE CORRIDA

CE - Sentido da corrente elétrica (catodica).

FIGURA 7 - FASE I11, do método de EGPA preparativa.
A - Preparo do gel.

B - Eletroforese com corrente reversa.
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nresenca de proteina residual. O volume final de coleta do
Th-B foi de 1,6ml, completado para 3,0ml.

2.3.,5 DIKLISF

A eletroforese de separacdo, densitometria UV e FR fo
ram realizadas no mesmo dia. A seguir, a solucao contendo o]
ITh-B purificado foi dialisada por aproximadamente 12 horas
(durante a noite) nas condicbGes ja citadas (item 2.2.4.1.2) .
A aliquota de referéncia, separada no inicio, foi dialisada si
multaneamente.

2.3.6 ANALISE DO Th-B PURIFICADO

No dia seguinte a purificagdo, efetuou-se FGPA anali
tica para identificacdo qualitativa e determinacao quantitati
va, seguindo-se o procedimento citado nos itens 2.2.5.1 e
2.2.5.2 para este fim, Utilizaram-se as seguintes amostras,em
duplicata.

1. Controle branco
2. Controle SAB
3. 200p1 da solucao contendo Th-B puro
4. 100ug do HC ndo submetido & FR. Aliquota de refe
rencia, separada inicialmente.
A cada amostra foi acrescentado 50ul da solucao estoque F.

Nessa fase de EGPA analitica efetuou-se a quantifica
¢do protéica da solugao de Th-B purificado, além de verificar
se paralelamente se as propriedades fisico-quimicas foram pre
servadas. Determinou-se também a recuperagido percentual do
método preparativo.

2.3.7  ESTOCAGRM

Apds a quantificacdo em solucao, o Th-R purificado foi
dividido em varias amnmolas. Sofreu congelamento lento em con
gelador (-15°C), foi liofilizado, fechado em atmosfera de Nz
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e depois disso armazenado a temperatura de 4°C.

Para utilizagao futura em marcacao com radioiodo  di
vidiu-se tambem em quantidades de 10pg/tubo, em tubo de en
saio de fundo conico de 9 x 70mm, fechado com rolha de borra
cha e mantido a 4°C, em dessecador, sob vacuo.

A figura 8 mostra o diagrama das operacdes realizadas
para a obtencao do Th-B eletroforeticamente homogéneo.

2.4 Ensalo Brotdgico

Com a finalidade de investigar se a teécnica de FGPAp
e eluicdo com corrente elétrica reversa produz alteracio na
atividade somatotrdfica da molécula de P'CH, nlanejou-se a de
terminacdo da atividade biolégica da preparacdo de MCH antes
e ap6s ter sido submetida a tal processo. Considerando a pos
sibilidade de haver diferenca na atividade hioldgica das va
rias formas iso-hormonais, impos-se que as amostras “"antes"
e "depois'" possuissem uma distribuicao iso-hormonal comum. O
Th-B puro, ja entdo obtido, ndo poderia ser analisado biologi
camente contra uma preparacao heterogénea. Para tanto, houve
a necessidade de se submeter a eletroforese reversa, uma bpre
paragdo heterogenea, a mesma usada na ohtencao do Th-R puro ,
eluindo-se todas as formas iso-hormonais presentes.

2.4.1 PRODUTOS QUIMICOS E BIOLOGICOS

- Pentobarbital sodico a 3% em solucdo. Fontoura Wyeth,  Sao
Paulo.

- Fter-etilico. Merck, $ao Paulo.

- Solucao fisiologica, esteril. Veafarm, Sdo Paulo.

- Mercurocromo. Lilly, Sao Paulo.

- Solucdo de glicose a 10%, esteril. Hiplex, Campinas.

- Penicilina procaina, 400.000UI, injetavel, Majercilin. Ma
jer, Sao Paulo.


http://Majerc.il

]- | HCH-IPEN - 5 mg em
1 ml de agua dest.- pH 7,0

2- | pidlise em NaHCO, - 0,01M - 8,0 1
3 trocas - tempo total 16 horas

3~ | Aliquota de refe- - fEGPA preparativa
rencia - 0,4 mg de FASE I - 4,6 mg de HCH
HCH - 4°C '

|

5~ | Densitometria UV
FASE 11

6~ ]Eletroforese reversa
FASE 111
Obtengao do Ih-B

7- | Dialise em NaHCO; - 0,01M - 8,0 1
] tempo total 12 horas

8- | Analise qualitativa e quantitativa, por
densitometria UV - RECUPERACAO (%)

9-.rbivis§o em aliquotas

10- | Congelamento l

11- ] Liofilizacgao

12- EstocageﬁJ]

FIGURA 8 - Diagrama operacional do método prepara-

tivo empregado para a obtengao do Ih-B eletroforeti

camente homogéneo.
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2.4,2  ANIMAIS

Os ratos submetidos a hipofisectomia foram obtidos no
biotério da Divisao de Radiobiologia do IPFEN-CNFN/SP, com as
caracteristicas seguintes:

- raga ¢ Wistar

- sexo : feminino

- idade : 30 a 40 dias, na €poca da cirurgia
- peso : 90 a 120¢g.

2.,4,3 TECNICA DE HIPOFISECTOMIA EM RATO

2.4,3,1 Importancia da Pipofise

A hipofise € a glandula de secrecao interna que co
manda, por intermédio de cinco hormonios troficos por ela se
cretados, as fungbes de quase todas as outras glandulas do or
ganismo animal -(13,29). A remocdo da hipofise determina pro
fundas modificagdes fisiologicas que podem ser obhservadas no
metabolismo geral, metabolismo de agua e eletrolitos, sensibi
lidade a temperatura, reproducdo e condicdes fisicas gerais
(7, 28, 39, 40, 57, 72, 73, 74, 102). Fssas alteracoes ffsi
cas e metabolicas s3ao conseqllencias nao apenas da atrofia das
glandulas cuja secrecdao & controlada pela hipofise, como tam
‘bém da falta de hormonio de crescimento e, possivelmente, de
outros fatores produzidos pela glandula (39).

2.,4,35,2 Hipofisectomia em Rato

F uma técnica de microcirurgia que tem por finalida
de a remogdo total da hipofise do animal e que foi desenvolvi
da na Divisao de Radiobiologia, do TPFN/CNFN-SP, por MURAMOTO
(4), seguindo o metodo parafaringeo (53, 102, 111), que & co
nhecido por produzir maior periodo de sobrevivencia pos-opera
toria e maior efetividade na remocdo completa da glandula (102)
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Os animais foram anestesiados com éter-etilico, uti
lizando a técnica de mascara aberta ou com pentobarbital sodi
co,em injecao intraperitonial, empregando doses de 40mg/Kg de
peso corporeo total. O animal anestesiado foi posto em posi
cdo de decubito dorsal, em mesa cirdrgica apropriada, que pos
sibilitou fixar seguramente a cabega por meio dos dentes inci
sivos e prender os membros superiores e inferiores, impedindo
eventuais movimentos do animal.

Fez-se uma incisao longitudinal da pele e do tecido
subcutaneo desde a borda superior do esterno até a sinfise da
mandibula. Com uma pinga, cuja ponta estava envolvida com al
godao, separou-se cuidadosamente as glandulas submaxilares e
o misculo pré-traqueal.A traquéia foi exposta e inseriu-se ne
la uma canula, com a finalidade de facilitar a respiracao. Co
locaram-se afastadores apropriados, bilateralmente, expondo a
regiao a ser operada. Passou-se entao a observar o animal por
meio de lente binocular, com aumento de 12,5 vezes, com
feixe de luz dirigivel e foco ajustavel. Para nao estrangular
a traquéia, inseriu-se uma pinga, de curvatura adequada, na
regicao triangular formada pelos misculos pré-traqueal, digas
trico e esternoclidomastdideo e afastou-se a traquéia, o eso
fago e o misculo pré-traqueal para um lado (geralmente o es
querdo do operador), expondo a base do craneo. A figura 9 ape
senta essa fase do procedimento. Esta posicao foi mantida até
o final da cirurgia, segurando-se uma pinca em cada mao.

Encontrou-se entao o misculo pré-vertebral. Este mus
culo termina na sutura Ossea entre o occipital e o esfendide,
regiao coberta por uma aponevrose que foi removida totalmente
com uma pinca de dissecc¢ao, expondo a base do esfendide. Para
localizar a regido Ossea a ser perfurada adotou-se como pon
tos de referéncia a linha média do occipital e a sutura 0s
sea entre o occipital e esfendide. Seguiu-se a linha média
e logo ap6s a sutura Ossea iniciou-se manualmente a perfura
¢ao na base do osso esfendoide, utilizando broca odontoldgica
redonda, com 2mm de diametro (K. G. Torensen, Sao Paulo). A
figura 10 mostra o local exato da perfuracao.
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«1NCISAQ DA PELE E TECIDO

SUBCUTANEO
MUSCULO DIGASTRICO
LOCAL DE ENTRADA DA PINCA

MiscuLo ,
ESTERNOCLIDOMASTOIDEQ

MUSCULO PRE-TRAQUEAL

FIGURA 9 - Representagdo do corte cirurgico longitudinal,
mostrando, de maneira simplificada, o local de inserimen-
to da pinga, para afastamento da traquéia, esofago e mas
culo pré-traqueal, para a esquerda do operador. Represen-

tado em tamanho acima do normal.

-Tomou-se todo o cuidado para que a perfuracao fosse
efetuada na linha media e que a broca nio fosse introduzida
abruptamente, rompendo vasos e tecidos nervosos, com hemorra
gias profundas, que provocariam a morte do animal., Perfurou-
se com a broca redonda, em movimentos giratdrios, sem muita
pressdo, até se verificar que estava tocando a tdhua dssea in
terna. Usou-se, entao, uma broca de base reta, do mesmo diame
tro da primeira, para expor a maxima area possivel da  tabua
6ssea. Com uma broca redonda de didmetro de 0,8mm deslocou-se
a tabua Ossea interna para cima, rompendo-a totalmente. Nesta
fase € muito comum ocorrerem pequenas hemorragias pela rerfu
ragdo O0ssea. Fsses sangramentos foram estancados com algodao
embebido em solucdo fisiologica.



-48-

FIGURA 10 - Aspecto basal do craneo de rato, modificado da
referencia 41. O local marcado com X representa a posigao
da perfuragdo, acima da sutura entre os ossos occipital e

esfenoide, obedecendo a linha media.

Apos a eliminagdo da tabua observou-se a glandula hi
pofise exposta. Com uma agulha de injegao rasgou-se a membra
na que reveste a glandula. Com uma canula, adaptada a um sis
tema de vacuo, aspirou-se a glandula, aplicando-se vacuo de
38cm l'lg. A seguir,verificou-se se a hipofise foi extirpada to
talmente, controlando-se as hemorragias possiveis. Removeram-
se os afastadores, desinfetou-se o local com mercurocromo, r

e
tirou-se a canula da traqueia e fez-se a sutura da pele e te
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cido celular subcutaneo, utilizando-se linha de algoddo n® 10
(Corrente - Sao Paulo) e agulha para sutura G-14-1132 (Sutura
ma, Alemanha). Os equipamentos cirurgicos empregados incluiam
tesoura, duas pingas com ponta curva de 8cm, duas pingas re
tas de 10cm, pinca para sutura de ago inoxidavel (Fdlo, Rio
Grande do Sul).

2.4,4  CUIDADOS POS-CIRORGICOS

Os ratos hipofisectomizados sao, de um modo geral,ani
mais muito mais sensiveis que os normais. Nio somente o seu
metabolismo € perturbado em muitas fases, como tamhém sido afe
tados mais facilmente por doengas e mudangas ambientais brus
cas (72). Portanto, imediatamente apos a cirurgia injetou-se,
por via subcutanea, solucdo de penicilina, na dose de 30.000
UI por animal.

Os animais foram mantidos em gaiolas coletivas em am
biente cuja temperatura variou entre 22-27°C. Tnicialmente, foi
fornecida racao embebida (pastosa) e glicose a 5% em agua, ou
agua pura.

2.4,5 CONTROLE DE PESO

O animal teve seu peso controlado geralmente a partir
do terceiro dia apdés a cirurgia. O peso foi estabilizado no
periodo de 15 dias apbds a operacao e foram rejeitados animais
cujo peso sofreu variacdo de I 3% no intervalo de dez dias
(108), parametro de referencia se a glandula hipofise foi
extirpada totalmente,

0 peso médio dos ratos, no inicio do ensaio, foi de
98,94 % 8,0g, para um numero de animais igual a 40,

2.4,6 TIPOS DE ENSAIO RIOLGGICO

A série de alteracgdes, associada ao crescimento, que



-50-

ocorre no organismo de animais hipofisectomizados, fornece
muitas possibilidades para a determinacdo da atividade bhiold
gica de preparacdes de HC, empregando-se ensaios bioldgicos
"in vivo".,

Na literatura (108), citam-se aproximadamente 20 métg
dos para essa finalidade, dentre os quais dois sao usados com
freqlencia maior, o ensaio por incremento de peso corpdreo to
tal, descrito inicialmente por MARX et al., em 1932 (72) e o
ensaio de crescimento da cartilagem epifisaria da tibia (epi
fise proximal), padronizado por FVANS et al., em 1943 (37) ,
ambos empregando ratos jovens hipofisectomizados, respectiva
mente, com 34-36 dias e 26-28 dias de idade na ocasiao da hipo
fisectomia.

0 ensaio da tibia € muito usado devido a sua grande
sensibilidade e economia de material. O ensaio de ganho de
peso corporeo & também sensivel para doses diarias de, no mi
nimo, 5 a 10ug (4,108) e € tido como o mais simnles dentre to
dos os bioensaios (108), além de ser considerado o TUnico que
pode medir a atividade real de crescimento total.

2,4,7 ENSAIO POR GANIO DF PESO CORPORFO TOTAL

O ensaio bioldgico "in vivo'" empregado foi o de in
cremento de peso corporeo total. Nesse bioensaio os animais
submetidos a hipofisectomia, com peso estabilizado, quando
submetidos a injecdes didrias consecutivas de doses de HC,tém
periodo curto de crescimento normal estimulado pelo hormonio
injetado e o animal interrompe o seu crescimento, estabilizan
do o peso, apos uma série de injecoes diarias de nove ou dez
dias (108). '

MARX et al. (72), na tentativa de estabelecerem uma
base para a determinacdo da potencia desconhecida de nprepara
coes de HPC, usando esse tipo de hioensaio, efetuaram diferen
tes experimentos, construindo curvas de incremento de peso
corp6reo total, para grupos de ratos hipofisectomizados, que
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receberam diariamente quantidades crescentes de I'CI' (30, 60 ,
120, 240, 480ug/rato/dia) por um periodo de vinte dias (dezes
sete injecoes). Observaram que existe uma relacao diretamente
proporcional, entre a dose de HCHl e o ganho de peso corporeo,
em doses de até 250ug/dia. Com doses maiores, a curva de in
cremento de peso aproxima-se de um patamar.

WILHEIMI (108) confirmou os resultados obtidos por
MARX et al. (72), o incremento de neso corpoéreo total é nro
porcional ao logaritmo da dose diaria de HC, num intervalo de
dose de 10 a 250ug/rato/dia, nesse tipo de bioensaio, para a
determinacao de atividade bioldgica.

Contrariamente a estes dados, verificou-se,nas condi

coes deste trabalho, que o intervalo ideal de linearidade na
relacao dose-resposta situa-se entre 10 e 20ug/rato/dia (4).

2.4,7.1 Preparo das Amostras de HCH para o Bioensaio

O diagrama da figura 8 mostra todas as operacoes as
quais a proteina foi submetida antes do ensaio bioldgico. No
preparo das amostras para o bioensaio, mantiveram-se todas as
caracteristicas do método preparativo empregado anteriormente
na obtencao do Ih-B.

Partiu-se de po liofilizado contendo 10mg de HCH, que
apos a operacgao 2 do diagrama foi dividida em duas aliquotas.
A aliquota de referencia (operagao 3) foi aqui denominada de
preparacao padrao (S) e a aliquota submetida a ER (operagao 4)
chamou-se de preparagao desconhecida (U). Na operacao 6,a eta
pa de ER foi aqui modificada. Apos densitometria, o segmento

de gel contendo todos os lhs foi dividido em duas partes
iguais, as quais foram submetidas a ERs ndo simultaneas, ate
a eluicao total da proteina da matriz. O tempo em que cada
segmento ficou exposto a passagem de corrente elétrica foi

de aproximadamente 120 minutos. Ap6s ER, as duas fracoes de
coleta do HCH foram reunidas e a solucgao final foi submetida
as operagoes subseqlientes. ApOs a operacao 8, as preparagoes
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S e U foram diluidas em solucdao de NaCl - 0,9%; para a concen
tracao final de 50ug/ml, atendendo as necessidades do bioen
saio. O volume final de 72ml, de cada preparagao, foi dividi
do em nove fragoes de 8ml, estocadas a -15°C. Descongelou-se
~uma fracgao de cada preparagao, no dia de injecao nos animais,
durante o ensaio.

2.4,7.2 Esquema do Ensaio

0 ensaio bioldgico foi realizado no esquema fatorial
2 x 2. Empregaram-se duas preparagoes de HCH, que sao, S, a
preparagao padrao e U, preparagao submetida a técnica de puri
ficagao, As doses de HCH, por via subcutanea, em dias consecu
tivos, foram de 10Oug/rato/dia (U; e S3) e 20ug/rato/dia (Uy e
S,), totalizando quatro grupos de animais (K=4), com total de
10 animais por grupo (N=10). O periodo de injecoes foi de no
ve dias, com pesagens diarias em balanca com precisao de 0,lg;
incluindo pesagem no primeiro dia de ensaio e um dia apos a
iltima injecdo. Um animal de cada grupo foi reunido por gaio
la, obtendo-se um total de dez gaiolas, com numero total (NT)
de 40 animais no bioensaio.

2.44,8 Calculos e Analise Estatistica

2.4,8,1 Determinacao da curva de crescimento

Para cada animal, calculou-se a curva de crescimento,
relacionando o incremento de peso corpdreo total, com o dia
consecutivo de ensaio, obtendo-se reta de regressao linear pe
lo método dos minimos quadrados (equagao 11), inclinacao em
g/dia (equagao 12) e coeficiente de correlacao linear (equa
cao 14). O incremento total de peso de cada rato, durante o
ensaio, calculado pela equacao da reta obtida (inclinacao ve
zes nove) foi empregado como parametro de resposta no calculo
fatorial.

A andlise estatistica usada foi a andlise de varian
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cia descrita por BLISS (15), para ensaios fatoriais 2 x 2,to
mando-se:

- Incremento de peso como varidvel dependente : Y

- Log da dose de HCH empregada como variavel independente : X.

2.4.8,2 Parametros Necessarios

- Termo de comparacao entre as preparacoes (Ta).

Ta = - S, = 8, +U; + U, (equagao 20).

Onde ,os simbolos U; , S; , U, e S, indicam a somatdria do in
cremento de peso dos animais (dez) por dose-grupo, onde os {g
dices 1 e 2 sao,respectivamente, a dose menor e maior (10 e

20ug).

- Termo de comparacao entre as doses (Th).

Tb = 'Sl + S2 - U1 + U, (equagao 21).

- Termo de comparacao entre as inclinacoes das curvas de
incremento de peso (Tab).

Tab = Sy - S2 - U+ U2 (equacgao 22).

- Termo de comparacao entre os incrementos de peso total dos

animais por gaiola (Tg).

(Tgly = (U, + (51)9“+(U2)2 + (S5), (equagao 23).

0 indice & indica os animais de cada dose-grupo, nas gaio
las,de 1 a N. '

N
= T
Tg = 1, (Te),
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- Termo que indica o ganho de peso total dos animais no bioen

saio (Td).
Td = U + S + U, + S, (equagao 24).

- Relacao entre dose maxima e dose minima (i).

D1

i= log — (equacao 25).
D2
Onde,
D1 = dose maxima
D2 = dose minima.

Neste caso, vem:

log 20

10

[N
it

[
#

0,301.

- Graus de liberdade (n).

n = NT - (N+ K ~-1) (equacao 26).

Onde:
K = Dose-grupos, igual a 4 (U1 , S1 . U2 , SZ)'
N = Numero de animais por dose-grupo = 10.

N.= Numero total de animais, igual a 40.

T

2,4,8,3 calculos

2.4,.8,3,.1 Poténcia bioldgica (M) da preparacio U, em relacao

-

a S.

n———

M = antilog10 [i(zi)} (equacao 27).
T
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2,4,8,3,2 Inclinacao combinada (b) das curvas de crescimento

das duas preparacoes.

Tb
2.i.N

(equacao 28).

2,4,8,3,3 Desvio padrao (S) da curva dose-resposta.

§ = (82)1/2 (equacao 29).
Onde:
|
) ]Y2|—D3-BZ-Y§—Z )
§" = (equagao 30).
n
Onde:
NT ,
lel = ) Yo -¢C (equacao 31).
=1
NT
I N
C f=1 (equagao 32).
Ny
N 2
) (rg”™)
= =1 - C (equacao 33).
K

2

Os parametros Dz, B® e Yg foram definidos no item 2.4.8.4.4,

que vira.

2,4,8,3,4 Indice de precisio (1)

y o= 2 (equacao 34).
b



2.4,8,3,5 Erro padraoc do ensaio (Sy)

1/2
2
Ay D

Ny B2 - (s2.t2)

Sy = A

Limites do erro padrao (SE):
SE = antilog (M' 2 SM)
"Onde:

Mro= i (42
Tb

2.4,8,3,6 Limites de confianca (XL)

Devem ser calculados quando BZ/S2 < 60

XL = antilog (CEZ.M' % t . Cf . Sy)

Onde:
2
B2 - (s%.t%)
c£ = (ceHl/?

t = valor de t de "Student" tedorico = t(n;0,95).

2.4,8,4 Testes de Significancia

2.4,8,4,1 Diferenca entre as preparacoes

E significativa quando:
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(equacao 35).

(equacao 36).

(equacao 37).

(equacao 38).

(equacao 39).

(equacao 40).
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2
<2 (1,n)
Onde
2
pl = Ta_ (equagao 41).
Nt

7.4,8,4,2 Diferenca entre doses

£ significativa quando:

2
B
2 Fei,m)
Onde
2 Tb? .
B = (equacao 42).
Ny

2,4.8,4,3 Divergéncia entre as inclinagoes das curvas de do-

se-resposta

E significativa quando:

YZ
B E
o2 (1,n)
Onde:
2 Tab 2 -
Y = (equacao 43).
Ny

2.4,8,4,4 Diferenca entre dose-grupos (gaiolas)

E significativa quando:

G > Feyo1,m)
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Onde:

G = Zliglll (equacao 44).
S

Os termos Dz, BZ. Y% , ¢ G indicam a média dos qua

drados, obtidos pela analise de variancia, das variagoes in
dividuais no ganho de peso total dos animais, respectivamente
ocasionadas pela diferenga entre preparagoes, diferenga entre
doses, desvio de paralelismo das retas de crescimento e dife
renga entre gaiolas.

Para que o bioensaio seja valido € necessario que
seja significativa a diferenga entre doses e que nao seja sig
nificativo o desvio de paralelismo.

Para os calculos e testes adotou-se erro tipo I
igual a 5% (p=0,05), n igual a 27, ﬁh'o 95) igual a 2,052 ,

F(l,n) igual a 4,210 e F(N-l,n) igual a 2,25.

2.,4,8,5 Processamento_dos Dados

Os dados do bioensaio foram processados automaticamen
te, por meio de programa realizado em linguagem FORTRAN (32),
implementado no sistema IBM/370 do IPEN.

2.5 RADIOIMUNOENSAIO (RIE)

——

‘As técnicas de RIE (73) fazem uso de antigenos marca
dos com tracadores redioativos e consistem na competigao de
duas formas da mesma molécula, uma marcada e outra nao radio
ativa, para ocuparem os sitios de ligacoes de uma terceira no
meio, o anticorpo. Sao denominadas genericamente de ensaios
por ligacdao competitiva (46) e exigem inicialmente a prepara
cdo do antigeno marcado, o que envolve a selecdo do radio
nuclideo, sua incorporacdo no composto (marcacdo), a purifica

¢ao e avaliacao de sua adequacdo ao sistema de ensaio. Uma ou
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tra etapa € a reagao de competigcao, entre o antigeno radioati
vo e o0 ndo-radioativo, pelos sitios de ligacdo a um anticor
po especifico. A Gltima fase € a separacao entre as  fracgoes
“de antigeno ligado ao anticorpo e de antigeno livre. Avalian
do a fracdo de antigeno ligado ao anticorpo pode-se analisar
se a proteina de interesse apresenta, ou naoc, atividade imuno

logica "in vitro'".

2.5,1 MATERIAL RADIOATIVO

_ ng 125

atividade especifica do produto foi sempre de aproximadamen
te 500mCi/ml (1,85x1010 Bq), fornecido pela "New England
Nuclear", Boston, Mass, U.S.A.

I, livre de carregador e redutor, em meio alcalino. A

2.5,2  MATERIAL BIOLOGICO

- Ih-B puro, com metodologia de obtencao descrita neste traba
lho (item 2.3).

i

HCH-IPEN, preparagoes heterogéneas ampolizadas denominadas
Segundo Padrao e Terceiro Padrao (HCH-29P e HCH-39P, respec
tivamente).

H

HCH-NIAMDD, ja descrito no item 2.2.1.
- Soro humano 'normal.

- SAB, ja especificada no item 2.2.1.

H

Anticorpo especifico contra HCH, duas preparacoes:

a) Anti-soro, anti-HCH, de coelho, usando como antigeno uma
preparacao de HCH-IPEN, heterogénea em iso-hormonios. Sera
chamada de Ac-IPEN.

b) Anti-soro, anti-HCH, de qualidade comprovada, fornecido pe
lo NIAMDD. Sera denominado de Ac-NIAMDD.

Diluidos a 1:2000, em presenca de timerosal (Qeel - Sdo Pau
lo), na concentracao de 0,02%, estocados a ~-159C, em ali
quotas,
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HCH comercial, SOMATORMON. KABI, Estocolmo, Suécia.

,5,3 REAGENTES ANALITICOS

Sephadex G-100 (40-120p), Pharmacia, Uppsala, Suécia.
Cloramina T, P.A. Merck, Sao Paulo.

Iodeto de potassio, P.A. Merck, Sao Paulo.
Metabissulfito de s6dio. Carlo Erba, Sao Paulo.

Azul dextran 2000. Pharmacia, Uppsala, Suecia.

Fosfato de s6dio monobasico hidratado. Merck, Sao Paulo.
Fosfato de sodio bibasico. Merck, S3ao Paulo.
Tris-hidroximetil-aminometano (TRIS). Merck, Sao Paulo.
Acido cloridrico. Merck, Sao Paulo.

Polietileno glicol, PM 6000, (PEG). Atlas, Sao Paulo.
Kcido 5,5 dietil barbitUrico. Merck, Sio Paulo.

Dietil barbiturato de sodio, Merck, Sao Paulo.

5.4 TAMPOES ESTOQUE, CONCENTRADOS

Tampao Veronal - 0,1M.
Rcido 5,5 dietil barbitlrico 3,768¢g

Dietil barbiturato de soddio 16,400g
Agua destilada q.s.p. 1000ml
pH : 8,6

Fosfato de Sodio - 0,5M.
Fosfato de sodio monobasico hidratado 8,972g
Fosfato de sodio bibasico 61,764g

Kgua destilada q.s.p. 1000ml
pH : 7.4,
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- Tris-HC1 - 0,1M.

Tris 12,114¢
Agua destilada q.s.p. 1000ml1
Acerta o pH com HC1 - 0,1N.

pH : 7,6

2.,5,5 MARCACAO E PURIFICACAO DA PROTEINA

2,5,5,]1 Solugoes Usadas na Marcagdo

Preparadas imediatamente antes do uso.

- Cloramina T.
Cloramina T Smg
Tampao fosfato 0,05M - pH 7,4 1ml

i

Metabissulfito de sodio

Metabissulfito de sodio 10mg
Tampao fosfato 0,05M - pH 7,4 1ml

Iodeto de potassio
Iodeto de potassio 10mg
Tampao tris-HC1 0,025M - pH 7,6 - 0,;1% SAB Iml

H

Azul dextran
Azul dextran lmg
Tampao tris-HCl 0,025M - pH 7,6 - 0,1% SAB 1ml

2.5,5,2 Técnica de Marcacdo

A introdugdo de iodo radioativo em uma molécula pro
teica pode ser feita de varias maneiras e, embora, em algu
mas condigoes,o iodo possa reagir com grupos sulfidrilicos,
residuos histidina ou triptofano, a quimica da radioiodagdo
se baseia na reagdo de substituicdo do hidrogénio pele iodo
(76) nos residuos de tirosina (46).

0 método empregado para a radioiodagdo bioldgica do
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HCH e Ih-B, que contém 8 tirosinas (figura 1), foi o desenvol
vido por GREENWOOD & HUNTER (48,52) modificado neste laboratg
rio, obtendo-se a diminuigao de produtos danificados (5),usan
do a cloramina T como agente oxidante para a introducao do
iodo na molécula protéica. A cloramina T, quando adicionada
em solucao aquosa, em pH levemente alcalino (46,76), contendo
proteina e iodeto radiocativo, promove a incorporacao do iodo
na proteina, por um mecanismo ainda nao bem estabelecido, mas
que, provavelmente, envolve a formacao de iodo cationico. 0
metabissulfito de s6dio € usado paré parar a reacao, reduzin
‘do o excesso de cloramina T e transformando o I, que nao rea
giu em iodeto, limitando, assim, a danificagdo quimica a molé

cula de proteina (46).

O po liofilizado contendo a proteina e glicina-fosfa-
to foi dissolvido em tampdo fosfato de sodio 0,05M; pH 7,4;pa
ra a concentragao de 0,5mg/ml, imediatamente antes do inicio
da reagdo. A reagao de iodagao foi efetuada a temperatura am
biente em tubo de ensaio de fundo conico, de 10mm x 70mm. Os
reagentes foram adicionados por meio de micropipetas Gilson
(RAININ, U.S.A.), mantendo agitagdo moderada e continua. Foi
obedecida a seguinte ordem:

~ Tampdo fosfato de sddio, 0,5M ¢ pH 7,4 4041
- Na 131 (= 2u1 = 700uCi
- HCH ou 1h-B (10nl) Sug

- Cloramina T (10pl1) 50ug

- Tempo de reagao : 30 segundos.
- Metabissulfito de sodio (20ul) 200ug
- lodeto de potassio (200ul) 2mg

0 intervalo entre a adigao dos reagentes foi de poucos segun
dos, tempo suficiente para as pipetagens. Terminado o procedi
mento, a solugdo de marcagdo foi homogeneizada em agitador do
tipo "Vortex', sendo retirada uma aliquota de 10ul e diluida
para 1 ml do tampao de purificagdo, para contagem e calculo
posterior da recuperacgao.
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A mistura de reacao restante foi imediatamente aplica
da, com auxilio de micropipeta, no topo de uma coluna cromato
grafica, para purificacdo. O tubo de marcaciao foi lavado com
a solucao de azul dextran e a solucao de lavagem foi também

adicionada a coluna.

2.5,5,3 Técnica de Purificacao

0 método foi baseado no trabalho de BARTOLINI et al.
(5), utilizando cromatografia por exclusao molecular, em colu
na de vidro de 2cm x 45cm (IPEN), "empacotada' com gel Sepha
dex G-100.

Para o preparo da coluna o gel Sephadex foi entumesci
do em agua destilada, empacotado e pré-equilibrado com tampao
tris-HCl; 0,025M; pH 7,6; a 0,1% de SAB (tampao de purifica
¢do). Apb6s aplicacdo da mistura de marcacgdo, manteve-se um
fluxo descendente de 12ml/hora, por meio de bomba peristalti-
ca. Coletaram-se cerca de 90 fracoes de 2,0ml, usando coletor
refrigerado automatico. Aliquotas de 10ul de cada fracdo tive
ram sua radioatividade determinada em contador-gama tipo pocgo,
com eficiéncia de 72%. Foi construido entdo o cromatograma do
antigeno marcado (1251-Ag), registrando-se cpm no eixo da or
denada e o nimero da fracao coletada no eixo da abscissa. Obti
veram-se quatro picos principais distintos que correspondem
respectivamente ao hormonio agregado, radioatividade carrega
da pela SAB, hormonio iIntegro e iodo livre.

0 rendimento da marcacao foi calculado considerando a
radioatividade correspondente ao pico de proteina integra Ta
dioiodada como porcentagem da radioatividade total eluida. As
fracoes corre5pondentes.ao hormonio integro marcado foram reu

nidas e divididas em aliquotas menores, armazenadas a -159C.

A estabilidade da proteina marcada, durante os en
saios, foi avaliada em EGPA analitica (42), verificando a da
nificacao e liberacao de iodo inorganico, sofridas no  decor
rer do tempo.
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2.5.0 CONTROLE DE QUALIDADE DA PROTEINA RADIOIODADA

2.5.6,1 Condicoes de Ensaio

Apds cada processo de marcacdo, obtendo-se HCH radio
iodado (1251—HCH) ou Ih-B radioiodado (125
rio avaliar sua adequacao ao sistema de RIE. Utilizando tubo

I-1h-B),foi necessa

de vidro de 12mm x 70mm, o marcado foi incubado a 49C,durante
22 horas, em tampao veronal 0,025M; pH 8,6; 0,25% SAB; em
tres condigoes.

- Auséncia de anticorpo (branco).
- . Excesso de anticorpo (excesso).

- Diluigoes crescentes de anticorpo.

0 produto marcado foi usado sempre numa diluicao fixa
de 1:10, procurando-se manter nao a radioatividade na incuba
¢do, e sim a concentracdo da proteina marcada competindo no
meio de reacao. Para as diluigoes do marcado e anti-soro
usou-se o mesmo tampao de incubagao. Incubou-se sempre em du
plicata, respeitando o volume final de 1 ml. A meta deste en
saio foi determinar qual a diluigao do anti-soro que corres
ponde a uma relacao, entre o hormonio ligado (B) para o hor
monio total (T), de 30%, parametro este que esta relacionado
com a afinidade do antigeno e a avidez dos anticorpos, duas
caracteristicas fundamentais para o controle de qualidade dos
Teagentes, nesse tipo de ensaio. O protocolo da figura 11 ,
esquematiza o procedimento experimental.
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Tubos Diluigao do | Ac nas diluigles| Tampao 1251—Ag
Ac indicadas diluente 1:10

ne (v:v) (»1) (vl) (u1)

1(branco) _— —_— 900 100

2(excesso) | 1:8 x 10% 800 100 100

3 1:2,5 x 10° 800 100 100

4 1:5 x 10° 800 100 100

5 1:10° 800 100 100

6 1:2 x 10° 800 | 100 100

7 1:107 800 100 100

Figura 11: Protocolo 1, ensaio para a determinagdo da diluigdo
otima do anticorpo.

2,5,0,2 Separagao das fragodes livre (F) e ligada ao anticorpo
(B).

A técnica empregada foi a de precipitagao fracionada
(31) do . complexo antigeno marcado-anticorpo (1251—Ag:Ac) por
meio de polietileno-glicol, de peso molecular 6000 (PEG). Se
pararam-se do volume de incubagao, em duplicata, 200ul, dispon.
do-os em tubos de polietileno de 12mm x 70mm. Determinou-se a
atividade em contador e a seguir adicionaram-se a cada fragdo
30ul de soro humano normal e 500up1 de PEG em tampao veronal
0,025M; pH 8,6; com homogeneizagao imediata da amostra,sob agi
tagao, em“Vortex' As fragoes foram submetidas a 4000rpm
(3079G), por 20 minutos, em centrifuga refrigerada a 4°9C. O so
brenadante foi aspirado por meio de bomba de vacuo e o precipi
tado teve sua radioatividade novamente determinada.

2.5.6.3 Cilculos

Dos valores de cpm obtidos descontou-se a radiacio de

fundo, tomando-se a primeira contagem como radioatividade total (T) .
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Determinou-se entao a porcentagem de ligacao (%B) em relacao

a T. Por meio do tubo de referéncia branco (tubo 1), determi

nou-se a porcentagem de ligacao inespecifica (Dl) que, no cal

culo da ligacao especifica, foi subtraida em cada ponto da

curva de diluicao do anticorpo. Construiu-se entao um grafi

co semilogaritmico de $B x log da diluicao do anti-soro,obten

do-se uma curva do tipo sigméide, por intermédio da qual foi
possivel determinar a diluicdo de anticorpo correspondente a
porcentagem de ligacao desejada (30%), que, geralmente, ficou
~em torno de 1:200.000 para o Ac-IPEN e Ac-NIAMDD.

Conforme descrito anteriormente (6), preferiu-se  fi

xar dentro das possibilidades dos reagentes disponiveis, a
concentracao de 1ZSI-Ag e Ac, para nao alterar a cinética de
reacao e assim conseguir uma reprodutibilidade interensaio
maior.

2.5,7 RADIOIMUNOENSAIO

Foi elaborado empregando-se as condigoes,equipamentos

e materiais citados no item 2.5.6. Os padrdes secundarios fo
ram resultantes de diluicoes consecutivas de uma solugao pa
drao de HCH, de 20ug/ml, nas concentracoes citadas no protoco

lo 2.

0 tubo controle BY, no qual estdo presentes o antige
no marcado, anticorpo especifico e padrao secundario em ex
cesso, forneceu a porcentagem de ligacdes inespecificas (D ).
0 ponto zero forneceu a ligacdo maxima (B ) do 1257 Ag do Ac
tendo auséncia de antigeno nio- radloatlvo, capaz de competir
e deslocar o hormonio marcado. A %B dos outros pontos da cur
va foram calculadas em relacdo a Bo.

Empregaram-se também amostras de controle de qualida
de interno (ACQI), obtidas liofilizando e fechando em ampo
las, sob vacuo, quantidades constantes de um extrato hipofisa

rio de HCH comercial (Somatormon). A figura 12 mostra o proto

colo das condigoes experimentais seguidas.

o G e e e e e e s S oA e
PN . N . T S Pom s i dae L il
: ; o - 3
H
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Tubos Padrdo Se | Padrdo Secun | Anti-soro | Tampao 1251—Ag
cundario dario na con | 1:200.000 [diluente | 1:10
conc. cent.indicadg

n¢ ml {ul) (ul) (ul) (vl)
1 10pg (BY) 100 800 - 100
2 zero (BO) - 800 100 100
3 2,5ng 100 800 - 100
4 5 ng 100 800 - 100
5 10 ng 100 800 - 100
6 20 ng 100 800 - 1100
7 50 ng 100 800 - 100
8 100 ng 100 800 - 100
ACQI | 45,9 ng 10 800 90 100
ACQI 45,9 ng 20 800 80 100

Figura 12: Protocolo 2. Esquema do radioimunoensaio.
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3 ULTADO

3,1 SE ANALIT

Embora a eletroforese seja uma das técnicas mais efi
cientes de separagdo dos componentes ionicos de uma mistura,
o poder de resolugdo dos varios metodos eletroforéticos € bem
variavel (79). A EGPA permite a separagao de moléculas de
acordo com suas dimensoes, forma e carga (25, 56, 85), sendo
muito sensivel para mudangas pequenas em qualquer um destes
tres fatores (25, 92), produz bandas da ordem de 10 micramg
tros de espessura, a partir de bandas iniciais com a espessu
ra da ordem de centimetros (79), podendo-se alcancgar, dessa
forma, uma resolugdo alta em corridas rapidas, permitindo 0
uso de amostras muito diluidas (24, 79) e andlise de quantida
des da ordem de ug de proteina, em misturas heterogéneas (79,
85). O gel de poliacrilamida € termoestdvel e transparente,re
lativamente inerte do ponto de vista quimico, em contraste
com outros tipos de matriz (56, 79), apresentando a vantagem
de se poder ajustar o tamanho dos poros, num intervalo varia
vel de 0,5 a 3nm, pelo simples efeito de mudanga da concen
tragao total de acrilamida (A%) na reacdo de polimerizacgao
(25), produzindo o chamado efeito de peneira molecular, tor
nando a técnica aplicavel a qualquer faixa de peso molecular
(25, 83), que pode variar desde oligonucleotideos (PM < 1000)
a RNA ou proteinas de alto peso molecular (PM > 106).Além dis
so, pode-se também otimizar separagdes de substancias por di
ferehgas simples de carga molecular (85), operandb-se em qual
quer pH entre 3 e 11, para obter resolugdao maxima entre as
cargas efetivas das moléculas.

A resolugdo maxima depende (24) da separacgdo entre
duas bandas quaisquer, de interesse, e suas respectivas dis
persoes ou larguras de banda, como em qualquer outro método
de fracionamento. Sabe-se que a largura das bandas no gel e
dependente de fatores, a saber, concentragao da amostra, for
¢a ionica do tampdo de corrida, intensidade de corrente el§
trica aplicada, concentragao de acrilamida (A) no gel (24,25),
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tempo e temperatura na reacao de polimerizacao (25, 56), 0s
quais afetam isoladamente a dispersdo da proteina na matriz
(24, 85). E muito dificil distinguir entre os efeitos diretos
e indiretos de cada uma destas variaveis na resolucido entre
as bandas (24), pois todos estes fatores sao claramente in
ter-relacionados, resultando em nao-linearidade e nao-somato
ria de efeitos (24).

Sabe-se que o uso de EGPA, como uma técnica  fisico-
quimica, para fins analiticos, exige polimerizacdo e eletrofo
rese sob condigoOes controladas continuamente com rigor, em
contraste com o procedimento praticado rotineiramente (25,56,
- 85).

Na elaboracao deste trabalho, empenhou-se muito para
garantir que as condicOes de preparo da matriz e separacao
eletroforética fossem mantidas constantes e reprodutiveis, na
tentativa de se garantir a obtencao de matrizes de gel com o
mesmo tamanho de poros,possibilitando bandas iso-hormonais com
largura e mobilidade eletroforética bem definidas no interen
saio, exigéncia primordial para determinacoes quantitativas
(25). Os reagentes empregados sofreram pouca variacao,durante
a execucao do trabalho, mantendo-se o mesmo lote de producdo.
As solucOes estoque foram preparadas sob as mesmas condigoes
e estocadas em frascos de vidro ambar, sob refrigeracdo,tendo
a solucao estoque A o seu pH monitorado no decorrer do uso ,
sendo descartada quando apresentou alteracao. Como as matri
zes sao preparadas. em pH basico, a solucdo de polimerizagdo
do gel nao foi submetida em vacuo, para eliminacdo do O2 at
mosférico, pois esse inibidor da reacdo de polimerizacio é
ativo realmente, em pH acido ou temperaturas em torno de 09C
(25, 85).

A reacao de polimerizacao foi sempre controlada quan
to ao tempo, temperatura e iluminacao, sendo realizada a 49C
para evitar as variacoes, provocadas pela oscilacao da tempe
ratura ambiente, na formacao do polimero e garantir dissipa
cao eficiente da exotermia gerada na reacao, visto que a velo
cidade de polimerizacdo €& dependente, primordialmente, da tem
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peratura (25). A temperatura de polimerizacao e corrida foi a
mesma (4°C), procedimento aconselhavel para evitar a contra
¢do ou expansao térmica do gel (25) e promover a dissipacao
do calor gerado pelo efeito Joule durante a eletroforese (83).

A corrente elétrica aplicada foi controlada rigorosa
mente, sendo mantida constante, durante a corrida, tanto nas
condigles analiticas quanto preparativas, produzindo reprodu
tibilidade interensaio no tempo de duragao da eletroforese
(24, 25).

Aplicando-se o método de EGPA, para fins analiticos e
preparativos tentou-se explorar todas as caracteristicas ine
rentes a técnica, com a finalidade de alcangar a resolugdo md
xima entre as formas iso-hormonais, isomeros de carga,do HCH,
as quais tém seu comportamento, nesta técnica, bem conhecido,
tendo sido estudadas nas mais variadas condigées de analise,
(89), cujas diferengas moleculares se manifestam por distan
cias de migragdo anodica diferentes (89).

3,1.1 PODER DE RESOLUCAO DA MATRIZ

0 poder de resolugdo foi avaliado a partir da andlise
dos fatores principais que influem nos parametros que o defi
‘nem: difusdao da proteina na matriz apds eletroforese e distan
cia de separagdo entre as bandas iso-hormonais na matriz, que
é dependente do tempo de corrida eletroforética. Visando a re
cuperagao posterior da proteina, da matriz de gel, procurou-se
estabelecer as condig¢Oes que proporcionassem menor difusao
protéica e maior resolucdo entre os Ihs e nas quais houvesse
menor exposigao da amostra protéica a passagem de corrente
elétrica, portanto, menor tempo de corrida eletroforética.

Elaborou-se esse tipo de analise com a finalidade de
avaliar a aplicabilidade da técnica a proteinas que possuam
componentes isoméricos com mobilidades eletroforéticas muito
proximas.
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5.1.1.1 Influencia da Concentracdo de Acrilamida

Analisou-se a influéncia da concentragdo total de
acrilamida no intervalo de 7 a 14%. Concentracgdes menores,de
até 5%, embora possiveis, resultam em gé€is de baixa consisten
cia, com poros menores que 50 X (79), nos quais o fenomeno de
difusao protéica € bem mais acentuado que a 7%. Quando ocorre
difusao, a banda iso-hormonal se apresenta com limites amplos
e imprecisos, dificultando a definigdo exata da sua localiza
gao (89).

A figura 13 apresenta os densitogramas de 100ug de
HCH-IPEN, lote 20, em matrizes de concentragoes crescentes de
acrilamida, em igual tempo de corrida eletroforética. Obser
va-se, no perfil 13-a, a 7% de acrilamida, resolugao satisfa
toria entre os Ihs B e C, e a medida.que a concentragao de
acrilamida no gel aumenta o poder de resolucgao diminui, che
gando quase a sobreposigdo dos Ihs no gel de 14% de concentra
¢do de acrilamida (13-d), apesar das bandas protéicas sofre
rem menos difusao.

3.1.1,2 Influéncia do pH

Avaliou-se a flexibilidade da técnica em fungdo do
pH da solugao estoque A, empregada no preparo do gel de sepa
ragao, com concentragao de acrilamida igual a 7%.

A figura 14 apresenta os densitogramas parciais das

matrizes, em pH 8,9 e 9,3; com 150ug de HCH-IPEN, lote 20. Ve
rificou-se resolugao maior, entre os Ihs B e C2 , em pH 9,3.

3,1.2 GEIS DE REFERENCIA

a -~ Gel branco

Utilizou-se como um dos critérios para validar um ex
perimento, especialmente quando a quantidade da proteina em
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FIGURA 13 - Densitogramas em luz UV, de 100 ug de
HCH-1PEN, lote 20, aplicados a matrizes com diferen
tes concentragoes de acrilamida (A%), em igual tem-
po de corrida. O = Origem da migragao eletroforéti-
ca, comego do gel. F = Distancia de migracao da

frente eletroforética.
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FIGURA 14 - Densitogramas parciais de 150 ug de HCH-
]
IPEN, lote 20, em condigoes diferentes de pH no gel

de separagao, com A% igual a 7.
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estudo era pequena. As condigoes de eletroforese foram acei
tas quando a leitura densitométrica deste gel de referéncia
apresentou uma linha base limpa e estavel, perfeitamente hori

zontal, como se mostra na figura 1l5a.
b - Gel SAB

Como proteina de referéncia interna, empregou-se pa
ra controlar a estabilidade das condic¢Ges eletroforéticas.Na
analise qualitativa usou-se como referéncia a Rm da banda mo
nomérica (M-SAB). Na analise quantitativa empregou-se a area
total das trés bandas protéicas, mondmero, dimero e trimero.
A figura 15-b mostra um perfil caracteristico obtido para a
SAB.

3.1.3  ANALISE QUALITATIVA

0 uso de uma proteina de referéncia permitiu obter
identificacdo qualitativa dos Ihs imediatamente apods a leitu
ra densitométrica. A figura 15 mostra o densitograma comple
to da proteina de referéncia (15-b) e de uma amostra de
120ug de HCH-IPEN, lote 20 (15-c), com o0s respectivos valo
res de Rm obtidos.

Foi analisada a confiabilidade estatistica das medi
das de Rm. A tabela I apresenta a analise da reprodutibilida
de interensaio para os valores de Rm da M-SAB e do Ih-B, ob
tidos em EGPA com 7% de acrilamida e pH 8,9; e a razao K e
xistente entre as Rms dos dois. Verificou-se, portanto, que
~a precisao € otima, sendo os coeficientes de variacao (CV)

entre 1 e 2%, para numero de ensaios (N) igual a 20.

A tabela II mostra a analise da reprodutibilidade in
tra-ensaio para as distancias de Rm da M-SAB e do Ih-B de
preparacoes de HCH-IPEN e HCH-NIAMDD, para numero de amos
tras igual a 5. Observa-se um valor consideravelmente baixo
para o CV.
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Ensaio Rm M-SAB Rm Ih-B K*
1 0,790 0,624 0,790
2 0,804 0,623 0,775
3 0,809 0,629 0,777
4 0,805 0,610 0,758
5 0,776 0,620 0,799
6 0,792 0,623 0,787
7 0,805 0,631 0,784
8 0,838 0,655 0,782
9 0,797 0,627 0,787
10 0,793 0,632 0,797
11 0,790 0,613 0,776
12 0,822 0,637 0,775
13 0,768 0,608 0,792
14 0,823 0,636 0,773
15 0,787 0,615 0,781
16 0,796 0,632 0,794
17 0,798 0,631 0,791
18 0,806 0,639 0,793
19 0,796 0,623 0,783
20 0,788 0,622 0,789
média 0,799 0,626 0,784
S 0,016 0,011 0,010
CV(%) 2,002 1,762 1,260
N 20 20 20

Tabela I - Reprodutibilidade interensaio das medidas de Rm.

L3

K =

Rm Th-B

Rm M-SAB
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Proteina Rmn S CcV(%) N
M-SAB 0,789 0,0074 0.940 5
1h-B (HCH-IPEN) 0,658 0,0050 0,760 5
Ih-B (HCH-NIAMDD) 0,619 0,0110 0,864 5

Tabela II - Reprodutibilidade intra-ensaio das medidas de Rm.

A tabela III mostra o resultado da analise das Rms
variando-se o pH da solucao estoque A empregada no preparo
dos geéis de separacdo. Os valores médios obtidos em pH 8,0 e
8,9 foram comparados por teste t de "Student", com nivel de
significancia de 5% (p=0,05). Compararam-se nos dois plis 0s
valores médios da Rm da M-SAB, Rm do [h-B, K e Rm do Ih-B_ .
Para todos os parametros analisados, o valor de F calculado

(Fcalc
berdade F(8 2) implicando em homocedasticidade para os da
, s

) foi menor que o tedorico nos respectivos graus de 1i

dos experimentais obtidos. Pelo teste de t aplicado, para
0os valores de Rm da M-SAB e do Ih-B, nos dois plis, obteve-se
t calculado (tcalc) maior que t teorlio t(0,95;10) , indi
cando diferenca significativa entre as medias. Quando se apli

cou o0 teste aos valores de K e Rm do Ih-—BCor nao se observou
diferenca significativa entre as médias, nos plis diferentes
teatlc t[0,95;10) . Isso indica que a Rm, para uma mesma
banda iso-hormonal, varia significativamente em pH 8,0 ou
8,9; porém, apesar dessa variagdo sensivel na Rm, a razdo K &
mantida (médias iguais), mesmo com essa mudanca significativa

nas condigoes eletroforéticas.

0 uso da proteina de referéncia, possibilitou a obten
¢ao da razao K, gerando valores de Rm do Ih-B corrigidos, per
mitindo a comparacao interensaio e interlaboratorial dos da
dos obtidos em condigoes diferentes de pH, em EGPA a 7%.

Por meio dos valores de K, obtidos nas tabelas I e
111, calculou-se a média da razio K para o lh-B de prepara
¢oes de IICH-IPEN, em EGPA a 7% de acrilamida. O valor obtido
para nimero de ensaios igual a 32,foi: K=0,780 * 0,013,CV(%)=
1,62.
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Ensaio pH Sol. A | Rm M-SAB | Rm Ih-B K |Rm Ih«BCor (*)
1 8,0 0,959 0,750 0,782 0,627
8,0 0,944 0,740 0,784 0,629
8,0 0,914 0,706 0,773 0,621
4 8,9 0,861 0,670 0,778 0,622
5 8,9 0,771 0,598 0,776 0,623
6 8,9 0,730 0,569 0,779 0,625
7 8,9 0,754 0,594 0,788 0,633
8 8,9 0,812 0,620 0,764 0,613
9 8,9 0,717 0,548 0,764 0,613
10 8,9 0,764 0,565 0,739 0,595
11 8,9 0,741 0,574 0,775 0,622
12 8,9 0,761 0,579 0,761 0,611
Média 0,939 0,732 0,780 0,626
S 0,023 0,023 0,006 0,004
CV(%) 8,0 2,40 3,20 0,80 0,67
N 3 3 3 3
Media 0,770 0,586 0,769 0,617
S 8,9 0,038 0,025 0,014 0,011
Cv($) 4,93 4,27 1,90 1,77
N 9 g 9 9
Feale 2,750 1,175 5,971 6,896
F(S'Z) 19,370 19,370 19,370} 19,370
t(cale) 7,139 8,898 1,288 1,350
t(o'gs;lo) 2,228 2,228 2,228 2,228

(*) O Rm do Ih-BCor foi obtido pela equacao 4,item 2.2.5.1.2.2

TABELA III - Analise da razdo K, em pHs diferentes de solu-

cio estoque A. Teste t de "Student", com nivel de significan

cia de 5%.
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A tabela IV mostra os valores de Rm que levaram ao
calculo da razao K, para o Ih-B de preparagbes de HCH-NIAMDD.
Consideraram-se seis experimentos, efetuados em €pocas dife
rentes, ao longo de um ano e meio, em EGPA a 7%, pH 8,9. Nes
ta comparagao interensaio, pode-se observar que o CV calcula
do para. K € nitidamente menor (cerca de 2,5 vezes) que os CVs
obtidos para os valores de Rm da M-SAB e do Ih-B. A média da
razao K, definida para o Ih-B de preparagoes de HCH-NIAMDD
foi de 0,789 * 0,018, para nimero de ensaios igual a seis,com
CV(%) = 2,34, o qual foi analisado por teste de t, em compara
¢do ao valor obtido para preparagoes de HCH-IPEN (0,780 %
0,013).

Teste t de '"Student'', para p=0,05.

- 2 :
Preparagio K S S N Fcnlc r(s.Xl] teale LN

{h~B(HCH~-NIAMDD) 0,789 0,018 0,000324 6

Ih~B (HCH-IPEN) 0,780 0,013 0,000169 32

Pelos resultados indicados no quadro acima observa-se a homo

cedasticidade dos dados FCalc < F(S 31) e diferenga nao
- . ’ - el

significativa entre os valores medios obtidos para a razao K

das duas preparagoes de HCH (tCalc < t36]. Este dado € mui

to importante, porque comprova que a forma fundamental, Ih-B
aqui analisada e purificada, € a mesma considerada internacio

nalmente como tal.

Para fins de comparacao interlaboratorial observou-se
que o valor de 0,617 para a Rm do Ih-B, apresentado por
CHEEVER & LEWIS (22), esta muito proximo do valor médio obti
do neste trabalho: 0,626 + 0,011, calculado na tabela I. Nao
foi possivel uma comparagao entre os valores de K, sendo este
parametro empregado somente neste trabalho. Entretanto,usando
o valor da Rm da M-SAB; de 0,790; apresentado por HEDRICK &
SMITH (51), em trabalho que emprega a mesma técnica usada por

CHEEVER & LEWIS, obtém-se um valor de K igual a 0,781, muito
proximo dos valores apresentados no item 3.1.3.


http://seis.com

ENSAIO Rm M-SAB Rm Ih-B K
01.10.81. 0,804 0,615 0,765
05.10.81 0,754 0,618 0,819
10.03.82 0,720 0,567 0,787
15.03.82 0,750 0,596 0,795
18.02.83 0,839 0,651 0,776
04.05.83 0,829 0,658, 0,794
MEDIA 0,782 0,623 0,789
S 0,048 0,036 0,018
CV (%) 6,160 5,850 2,340

N 6 6 6
TABELA IV - Comparagao interensaio da Rm do Ih-B

K, para preparacgdao de HCH-NIAMDD, em EGPA com 7%

acrilamid

a.

e

de

-80-



-81-

3.1.4 ANALISE QUANTITATIVA

Confrontaram-se inicialmente os valores de absorvan
cia obtidos por espectrofotometria aqueles obtidos por densi
tometria direta, com a finalidade de validar o Gltimo método,
o qual foi empregado na leitura dos géis para fins quantitati
vos. Em ambos os casos, utilizaram-se as mesmas solugoes de
SAB e HCH-IPEN, em concentracdao de 0,2mg/ml.

A tabela V apresenta os resultados de absorvancia e
coeficiente de extingdo, nos dois tipos de equipamento, cal
culando-se o coeficiente de extingdo, a partir da absorvancia,
por meio da equagao 10, do item 2.2.3.1. Como o feixe de 1luz
do densitometro € fixo no intervalo de 220 a 310nm, achou-se
de interesse fazer as leituras espectrofotométricas nos com
primentos de onda (A) seguintes: 280, 260 e 230nm.

Apesar de estarmos comparando uma leitura obtida em
feixe de luz monocromatico a outra obtida em intervalo mais
amplo de luz UV, o coeficiente de extingao da SAB, por exem
plo, obtido em densitometria; de 4,99; na faixa de 220-310nm,
nao € incoerente quando confrontado aos obtidos em 280(0,835),
260(0,690) ou 230nm (5,200), apresentando um valor aceitavel.
Em seguida a tabela V, apresentam-se, comparativamente, 0s
coeficientes de extingdo citados na literatura para SAB e HCH,
em 280nm, que € o A mais usado na quantificagdo protéica dire
ta.

A tabela VI mostra os valores de area calculados pe
los densitogramas, conforme mostrado na figura 15-b (SAB) e
15-c (HCH-IPEN), para as quantidades diferentes de SAB aplica
das ao gel, em quatro ensaios. Obteve-se, experimentalmente ,
o ponto zero utilizando o gel branco de referéncia e conside-
rando como pico protéico as oscilagles encontradas na regiao
tipica da proteina sob analise. A equagdo resultante, calcula
da com os valores médios de cada dose, para SAB, foi:

Y = 4,55 X - 0,35, (equacao 45).

com coeficiente de correclagio (r) igual a 0,9999
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PROTEINA " ESPBCTRQF%%ETRIA DENSITOMETRIA
“ 280 260 230 220-310
0,2 mg/mif A E* A E* | A E* A E*
SAB 0,167|0,835/0,138/0,690{1,040|5,200|| 0,998 4,990
HCH-IPEN [0,194]0,970/0,182{0,910/0,910/4,550|| 0,966 4,830

E* = Coeficiente de extingao de uma solugao 0,1% da substancia,
em cubeta com caminho otico de 1 cm, no comprimento de onda res
pectivo, (equacao 10, item 2.2.5.2.1).

géé% 1 citados sao:

Na literatura, os valores de E cm

A- PARA SAB

0,661 -~ WETLAUFER, 1962 (106).

0,820 -~ MAYER & MILLER, 1970 (77).
0,701 - WHITAKER & GRANUM, 1980 (107).

B-PARA HCH
0,930 - BEWLEY et al., 1969 (13 e 14).

0,930 - TARLI § LI, 1974 (97).
0,680 - CHAPMAN et al., 1981 (21).
0,885 - STEIN et al., 1982 (95).
0,710 - MATTERA et al., 1982 (75).

TABELA V - Comparagao entre os valores de absorvancia e coefi-
cientes de extingao respectivos, obtidos por densitometria di-
reta e espectrofotometria, em Ag diferentes. Comparagio com o©s
dados da literatura, a 280 nm.
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QUANTIDADE AREA  (mm%)
APLICADA ENSALO
AO GEL
(ug) 1 2 3 4y MEDIA
ZERO 0,0 2,3 5,7 2,1 2,5
5 23,1 23,3 34,2 27,8 || 27,1
10 49,2 43,6 46,7 48,3 || 47,0
25 110,8 87,9  127,2  109,1 || 108,7
50 221,1 -—-- - - ‘ ——-
100 374,0 462,2 469,5  460,2 ! 4641
m:z:zfr—"—:“‘-——
m 4,39 4,63 4,63 4,57 | 4,55
1,81 -5,79 6,99 1,45 |l-0,35
r 0,9997  0,9979 0,9997 0,9998( 0,9999

Reta padrao para quantificagao protéica da SAB, em
EGPA a 7%.

Y =4,55X-0,35
r =0,9999 (P<0,001),

TABELA VI - Valores de area para SAB e parametros da equa
cao da reta.
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Na tabela VII sdo apresentados os valores de area ob
tidos para preparacdes de HCH-IPEN, média resultante de  qua
tro ensaios, HCH-NIAMDD um ensaio. As equagdes resultantes fo

ram:

Para HCH-IPEN

Y = 4,37 X + 16,40 , com r= 0,9950 (equacao 46).

Para HCH-NIAMDD

Y = 4,42 X + 13,30 , com 1= 0,9999 (equacao 47).

Os coeficientes de correlacdo obtidos foram significativos ao
nivel de P < 0,001.

A figura 16 mostra o grafico linear correlacionando
a quantidade de proteina (pg) a respectiva area (mm?) . Nele
esta representada graficamente a reta resultante da equacao
obtida na tabela VI, para a proteina de referéncia, para a
quantificacdo protéica em EGPA a 7%. Como se pode observar na
figura, os valores relativos ao HCH (IPEN e NIAMDD) encon
tram-se muito proximos da reta obtida para a SAB, confirmando
o resultado ja apresentado na tabela V, ou seja, que nesta
faixa de X , a SAB pode servir como padrao de referéncia
quantitativa para o HCH.

Imediatamente apos a passagem, em EGPA, de uma solu
¢dao de concentracdo protéica desconhecida, leitura densitomé
trica e calculo da area,pode-se obter a quantidade de protei
na presente, por interpolacdo na curva.Tendo,porém, disponibi
lidade de material,prefere-se sempre, como no presente traba
lho,realizar em cada determinagao quantitativa a corrida si

multanea de uma quantidade padrao,da proteina de referéncia.

A tabela VIII-A foi construida com os valores de
area correspondentes ao ponto zero e a menor quantidade de
SAB, determinados experimentalmente, mostrados na tabela VI
A quantidade minima detectdvel (QMD ou X fp)» em ug, determi
nada na tabela VIII-B, foi obtida pela média dos quatro cn

saios. O valor foi de 1,5ug ps 0,8.



QUANTIDADE AREA (mm?)
APLICADA
AO GEL HCH-IPEN|  HCH-NIAMDD
(ng)
ZERO 0,0 0,0
5 34,5 39,0
10 92,5 53,5
25 116 ,4 -
50 231,0 235,0
100 455 ,0 --
N 4 1
m 4,37 4,42
16,40 13,30
r 0,9950 0,9999
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Equagoes da reta para quantificagdo proté€ica, em EGPA a 7%,

A - HCH-IPEN
Y = 4,37X* 16,40
B - HCH-NIAMDD

Y = 4,42X+ 13,30

TABELA VII - Valores de area para HCH-IPEN e

parametros da equagao da reta.

com r=(),9950 (P <0,001).

com r=0,9999 (P <0,001).

HCH-NIAMDD

€
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Valor Medio para:

A SAB
© HCH-NIAMDD
A X HCH-IPEN
500 -
400 -
300 |
200
X
100 ;
0 vt : . T >
5 10 25 50 100

PROTEINA (ug)

FIGURA 16 - Reta padrao para quantificacgdo protéica, obti-

da em EGPA com 7% de acrilamida.

Eoon T R 2 > S N S W S ]
i {:*w‘“.‘. B Y T A S L_.iu*{_c‘xuw‘-‘. [N oS o i S:P
- 3
X




-87-

A- QUANTIDADE ENSAIO
APLICADA 1 2 3 m
AO GEL | zpga | N | .AREA | N || AREA AREA | N
(ug) (mm2) M (mm?2) (mm?2) (mm2)
ZERO o0 2 2,33 5.7 2,1 | 4
5 23,1 af 23,3 | 4| 34,2 27,8 | 4
B- PARAMETRO ENSALO
1 2 3 4
n 4 ) 2 6
S 2,921 2,61| 2,17| 3,84
t(0.95) 2,13 | 2,01| 2,92 1,94
Ynin 5,39 | 6,34] 12,10 7,40
QMD (Xp1ny 0,82 2,62 1,10{ 1,30
QMD = 1,5 ug + 0,8 - pARA N =4,

TABELA VIII - Cilculo da sensibilidade do método de quanti

ficacao protéica ,

por densitometria direta.
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5.2 T - (EGPAP)

3.,2.1 PURIFICACAO DA M-SAB

A tecnica de EGPA preparativa por ER (EGPAp) foi apli
cada, inicialmente, com a utilizagao de SAB, em quantidades
de 2 a 5mg e obtendo-se a banda monomérica (M-SAB) purifica
da , totalmente livre de qualquer outro componente proteico.

A figura 17 mostra um exemplo do resultado analitico
desses ensaios, apresentando um densitOgrama da M-SAB purifi
cada (17-a), em comparagdao com a SAB heterogénea (17-b). Veri
fica-se que a Rm da banda purificada permanece identica aque
la da amostra nao submetida a técnica de EGPAp para purifica-
gao.

A tabela IX apresenta a recuperacgdo protéica percen
tual obtida na purificagdo da M-SAB. Obtiveram-se valores ex
tremos, para recuperagdo, de 55,0% a 99,2% e um valor medio
de 71,33 * 11,45%, com CV de 16,05%, para nimero de ensaios
igual a doze.

A aplicagdo do método preparativo a purificacao da
M-SAB nao serviu somente para tentar melhorar a recuperagdo ,
como também para possibilitar o dominio do procedimento expe
rimental, tornando-o pratico, rapido e de aplicacdo viavel a
purificagao do Ih-B, do HCH.

'5,2,2 PURIFICACAO DO Ih-B

A figura 18 mostra o resultado da EGPAp de 2mg de HCH
IPEN, lote 25, A area do gel delimitada pelos pinos no densi
tograma, segmento P, foi submetida a ER, para a obtengao do
Ih~B eletroforeticamente homogéneo.

A figura 19 apresenta a analise qualitativa e quanti
tativa, por meio de EGPA, da solugdo protéica contendo o Ih-B
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M-SAB
“homogenea

gel-branco

*GPA analiti-

-

Densitogramas obtidos apos I

-

FIGURA 17

-~

tica, da M-SAB purificada (a), da SAB heterogenea (b)
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ENSAIO RECUPERACAO (%)
M-SAB Ih-B (HCH-IPEN)
1 58,7 74,0
2 99,2 89,3
3 55,0 56,0
4 81,0 72,3
5 69,2 60,0
6 75,9 59,3
7 64,3 74,1
8 66,4 72,3
9 74,0 93,9
10 67,9 -
11 75,9 ————
12 68,5 ————
MEDIA 71,33 72,35
S 11,45 12,98
CV (%) 16,05 17,94
N 12 9
TABELA IX - Recuperagdo percentual da téc

nica de EGPA preparativa.
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purificado. Pode-se notar que a razdo K € mantida apds o pro
cedimento de purificagdo, o que indica que as propriedades fi
sico-quimicas fundamentais da molécula, as quais determinam
a mobilidade eletroforética no gel, foram preservadas.

A figura 20 compara o Ih-B puro e o HCH-NIAMDD, que
contém teor alto de Ih-B. Verifica-se que os valores de K ob
tidos no ensaio, para o Ih-B nas duas preparagOes, estao den
tro do valor medio mais ou menos um desvio padrao, definido
estatisticamente no item 3.1.3 (HCH-NIAMDD: 0,789 * 0,018 e
HCH-IPEN: 0,789 £ 0,013). Isso define que o valor de K para o
Ih-B puro e o valor de K para o Ih-B da preparacgdo de HCH-
NIAMDD nao sdo diferentes significativamente, ao nivel de 5%,
conforme o teste de t elaborado no item 3.1.3.

A Ultima coluna da tabela IX indica a recuperagdo pro
téica percentual, do método de EGPAp, quando aplicada a puri
ficagao do Ih-B, de amostras de HCH-IPEN. Os valores extremos
foram de 56,0% e 93,9%. Obteve-se um valor médio de 72,35 =
12,98; com CV de 17,94%s para numero de ensaios igual a nove.
Os dados de recuperagao da tabela IX referem-se somente a
eluigao das bandas iso-hormonais por meio de ER. Os dados ob
tidos por eluigao com difusao simples nao foram registrados

aqui.

Na ER, a forma iso-hormonal € coletada em solugdo, no
interior de uma membrana de dialise tubular, vedada totalmen
te. Portanto, sempre ha parte da solugdo de coleta em contac
to direto com o segmento de gel P e o interior da membrana,
acarretando adsorcdao do Ih eluido nas paredes. Por coloracgao
da membrana de dialise e do segmento P, com 'comassie-blue"
(26), observou-se a presenca de proteina na parede da membra-
na e na regiao superficial do segmento, embora houvesse au
séncia total de proteina residual no interior do segmento de
gel. As perdas assim ocasionadas foram diminuidas parcialmen
te, por lavagens sucessivas do segmento e da membrana. Essa
operagao apresenta o inconveniente de que, dependendo da
quantidade de proteina purificada, a amostra seja obtida em
solugdao muito diluida.
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3.3 ENSAIO BIOLOGICO

3.3.1 PREPARO DA AMOSTRA

Partiu-se de dez miligramas de HCH-IPEN, lote 25.Apés
dialise, seis miligramas foram submetidos a eletroforese Te
versa (U ou HCH-U) e quatro miligramas foram mantidos a 40C
(§ ou HCH-S).

A figura 21 apresenta o densitograma da aliquota U ,
referente a fase II do procedimento de EGPA preparativa a 7%
de acrilamida (figura 8, item 2.3.7), apds a primeira eletro
forese. A regiao delimitada pelos pinos, no gel, foi secciona
da em dois segmentos iguais, cada um submetido separadamente
a uma ER. As setas 1 e 2, na figura, indicam o sentido da corxr
rente elétrica durante a eletroforese reversa, em cada segmen
to, obrigando,assim, a regido de maior concentracao de protei
na no gel, a ser eluida em primeiro lugar. Pode-se observar,
pelo densitograma preparativo, a distribuig¢ao qualitativa dos
Ihs, identificados pelos valores de Rm. Ndao sendo o objetivo
da eletroforese, neste caso, a purificacao de uma banda iso-
hormonal particular, nao houve preocupacao em Se obter uma
resolugao melhor entre os Ihs.

Apos ER efetuou-se a EGPA analitica, para fins quali
tativos e quantitativos. Empregou-se a aliquota S como refe
réncia, em comparacao com a aliquota U. A figura 22 apresenta
os densitogramas obtidos nessa analise. O perfil 22-a (S) mos
tra dados de Rm que sao praticamente idénticos aos do perfil
22-b(U), o que nos indica que, qualitativamente, a distribui
¢ao iso-hormonal permanece inalterada apos ER, obtendo-se,nos
dois casos, valores para a razao K comparaveis entre si e
aquele definido estatisticamente (0,780 * 0,013) no item
3.1.3. Por intermédio dos valores de area obtidos nos densito
gramas 22-a e 22-c determinou-se a quantidade de proteina re
cuperada na aliquota U(22-b).
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3,3,2 ENSAIO BIOLOGICO

Na figura 23 estao representados os dados de saida do
programa para processamento automatico dos resultados referen
tes ao ensaio bioldgico das amostras S e U. Nas colunas de 1
a 10 estao impressos os dados de entrada do programa, ou seja,
os incrementos de peso (g) de cada animal, no intervalo de
dez dias de ensaio. A coluna TD expde a somatoria de ganho de
peso dos animais para cada dose empregada. A linha TG indica
a somatdria do ganho de peso por cada gaiola.

Abaixo da tabela estao relacionados os dados obtidos
pela analise de variancia empregada e resultados calculados
utilizando-se o método estatistico, parametros e calculos ja
citados no item 2.4.8. Estes dados demonstraram um ensaio ple
namente valido, porque a diferenga entre doses foi significa-
tiva, obtendo-se uma inclinagdo combinada das duas curvas do
se~-resposta de 11,54. O desvio de paralelismo entre as duas
curvas dose-resposta nao foi significativo, indicando que nao
ha diferenga qualitativa, ou alteragdo aprecidvel, entre as
duas preparagoes, A diferenga entre grupos ndo foi significa
tiva, podendo-se concluir que a divisao dos animais por dose-
grupo foi adequada e o ganho de peso dos animais, por gaiola,
foi homogéneco em relacao ao total.

A figura 23 foi obtida totalmente no idioma inglés ,
que € o comumente empregado no sistema IBM 370, instalado no
IPEN. Manteve-se a terminologia empregada internacionalmente
nesse tipo de ensaio.

A figura 24 mostra o grafico linear de incremento de
peso por log da dose diaria, para os quatro grupos de ratos ,
relativos as duas doses e duas preparacdes Uy S, . Uye S,
no intervalo de dez dias de ensaio. As curvas de dose-resposta
foram construidas utilizando-se a coluna TD da tabela de da
dos da figura 23.
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3.4 RADIOIMUMOENSAIOQ

3,4,1 RADIOIODACAO E PURIFICACARO

A figura 25 apresenta o cromatograma caracteristico
obtido na purificacao da mistura de marcacao, em coluna de

gel de Sephadex G-100, para uma atividade de 125

I de aproxi
madamente 700uCi, de uma das marcagoes do HCH-TPEN, realiza

da em rotina nesta divisao. Sao obtidos:

PICO FRACAO CORRESPONDENTE RADIOATIVIDADE CORRESPONDENTE (%)
I Hormonio agregado marcado 3,8
II Radioatividade carregada
pela SAB 15,8
111 Hormonio monomérico  mar
cado 23,5
v Iodo livre 56,8

A radioatividade correspondente ao Pico III indica o rendimen
to percentual da reacao de marcacgdo. O perfil cromatografico
aqui apresentado € referente a preparacao de HCH denominada se
gundo Padrao IPEN (HCH-29P), que apresenta teor baixo de Ih-B
(aproximadamente 10%), ja especificada no item 2.5.2.

O volume de eluigao relativo (Vpp = Vg/Vy), para o pi
co de hormdénio monomérico marcado, neste caso, foi de 2,09. 0
V0 corresponde ao volume de exclusao molecular da coluna, que
E do
I fornece o valor do volume total de solvente, existente

€ definido pela posicao de eluigdao do azul dextran. O V
125

dentro do gel, disponivql a moléculas muito pequenas.

3,4,2 RENDIMENTO DA RADIOIODACAO E LIGACAO DO 12°I-Ag AO
ANTICORPO ESPECTFICO.

A tabela X apresenta o levantamento feito ao longo de

dois anos, dos dados de marcacao e ligacdo ao anticorpo espe
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FIGURA 25 - Cromatograma de purificacao caracteristico

de uma preparacao de HCH-IPEN radioiodada, obtido em

gel de sephadex G-100,
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cifico da preparacdo de HCH-29P, com teor baixo de lh-B. As
tabelas XI e XII sao relativas a estes mesmos parametros, po
rém, em espaco curto de tempo. A tabela XI refere-se ao Ih-B
puro e a tabela XII a preparacGes heterogéneas ricas em Ih-B,
HCH-NIAMDD, altamente purificado e HCH-IPEN, denomindao HCH-
39P, ja especificado no item 2.5.2, com aproximadamente 70%
de Ih-B. A preparacao de anticorpo empregada foi a mesma em
todos os casos, Ac-IPEN.

Observa-se nas trés tabelas uma reprodutibilidade in
terensaio satisfatoria, em parametros da técnica de marcacao,
a saber, radioatividade usada , volume de eluicao relativo
(Vggp)» atividade especifica e rendimento. A radioatividade u
sada, em torno de 700uCi, produzindo produtos com a ativida
de especifica na faixa apresentada aqui, proporciona durabi
lidade maior do produto marcado. Os valores médios obtidos

1251 nen confirma

em cada tabela, para o parametro Ver do
os dados existentes na literatura para esta razao, relativos
ao HCH monomérico ndo .marcado, citados por LI et al., que
sdo de 2,12 (68) e 2,06 (69). A estatistica obtida para Ver
nas tabelas citadas acima, fornece um controle de qualidade
eficiente, com relacao a nao alteracao das dimensoes molecu

lares do produto marcado.

Os valores médios relativos ao rendimento percentual
de marcacao e concentragao ideal de Ac especifico para produ
zir uma ligacao de 30% do antigeno marcado, de preparacgoes
de HCH heterogéneo e I[h-B, foram analisados comparativamente.
Os valores, referentes a estes dois parametros, relativos a
preparacoes de HCH heterogéneo, foram obtidos por meio da
juncao dos dados das tabelas X e XII. Esta juncao foi possi
vel, uma vez que os valores médios, obtidos em cada caso,nio
apresentaram diferenca significativa ao nivel de 5% de signi
ficancia. Obtiveram-se, numero de ensaios, N, igual a 23,ren
dimento percentual de marcacao igual a 26,4 * 13,45 e con
centracdo ideal de Ac (x10-3) igual a 0,30 + 0,139. Os da
dos relativos & preparacdo de Ih-B foram os calculados na ta
bela XI. Obteve-se para rendimento percentual de marcacao o
valor de 26,8 * 1,0; com N igual a 3. Para concentracao
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ENSAIO | RADIOATI | Vgp |[RENDL | ATIV. CONC.IDEAL | LIGACAO

VIDADE MENTO | ESPEC. |Ac x 107> | INESPEC.
(uCi) (VE/VO) (%) (WCi/pg) (%) (%)
1 462,5 2,11 25,7 25,4 0,08 7,2
2 570,0 2,09 23,5 31,1 0,18 6,3
3 554,2 2,06 19,5 22,5 0,16 8,7
4 883,0 2,15 18,3 32,3 0,31 13,8
5 706, 2 2,14 23,3 40,7 0,19 6,3
6 616,0 2,03 18,8 25,4 0,48 9,5
7 704,7 2,19 23,6 35,9 0,33 10,4
8 697,7 1,91 15,1 22,6 0,53 9,3
9 1064,5 1,95 31,9 67,9 0,33 8,2
10 660,8 1,84 24,2 37,3 0,38 11,2
11 546,6 1,85 30,1 35,4 0,42 12,0
12 777,6 2,00 19,5 35,6 0,41 10,4
13 648,9 2,10 18,2 24,9 0,42 7,9
14 859, 5 2,35 16,5 32,1 0,16 8,8
15 678,8 2,17 11,5 20,6 0,42 7,0
16 984,3 2,07 19,2 48,4 0,11 6,1
média 713,5 2,06 21,2 33,6 0,36 8,9
5 164,4 0,13 5,3 11,8 0,13 2,2
N 16 16 16 16 16 16

Tabela X - Levantamento ao longo de dois anos, dos dados de marcacao

e ligagao ao anticorpo especifico, da preparagao HCH-29P (HCH-IPEN),

pobre em Ih-B.
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ENSAIO | RADIOATL | Vg, |RENDL |ATIV. | CONC.IDEAL | LIGAGAO
VIDADEG MENIO | ESPEC. | Ac x 107> | INESPEC.
GC | V| ) | (e | ) ()
1 713,7 2,27 | 27,3 42,9 0,23 11,4
2 661, 3 2,19 | 27,5 39,8 — _—
3 792,5 2,15 | 25,7 45,0 0,19 12,1
Média 722,5 2,20 26,8 42,6 0,21 11,7
S 66,0 0,06 1,0 2,6 0,03 0,5
N 3 3 3 3 2 2

Tabela XI - Dados relativos a marcacdo e ligacao ao anticorpo especifi
¢o, da preparacao de Ih-B, purificada neste trabalho.

ENSAIO | RADIOATI | Vg, | RENDI | ATIV, CONC. IDEAL | LIGACRO
VIDADE MENIO | ESPEC. | Ac x 1073 | INESPEC.
(uCi) VgV | () | uCi/ug) (%) (%)
1 583,7 2,16 | 69,9 83,6 0,27 7,0
2 710,7 2,11 | 59,5 86,3 0,20 13,3
3 639,0 2,07 | 33,4 45,9 0,24 9,5
4 698,0 2,09 | 29,9 58,4 0,19 8,0
5 685, 8 2,05 | 30,9 45,7 0,21 6,2
6 879,8 2,23 | 24,3 42,8 0,23 12,8
7 798,2 2,03 | 19,5 36,1 0,59 7,9
Média | 713,6 2,10 | 38,2 57,0 0,28 9,2
S 98,5 0,07 | 18,9 20,2 0,14 2,8
N 7 7 7 7 7 7

Tabela XII - Dados referentes a técnica de marcacio e ligacio ao anti
corpo especifico, de preparacdes com teor alto de [h-B : HCH-TIEN
(1ICH-39P) e HCH-NIAMDD,



~-106-

ideal de Ac (xlO”S), o valor obtido foi 0,21 + 0,03; com N
igual a 2.

Na analise comparativa do rendimento percentual de
marcacao, entre preparacoes heterogeneas de HCH e o Ih-B, a
plicou-se o teste de t de '"Student', para dados heteroce
dasticos, verificando-se que o Ih-B comportou-se equivalente
as preparacOes heterogéneas, ndao havendo diferenca significa
tiva entre as duas médias, no nivel de significancia de 5% ,
embora as variancias fossem muito diferentes nos dois casos.
No que se refere a concentracao ideal de Ac, aplicou-se 0
teste t de "Student'", para dados homocedasticos.Verificou-se
que os valores médios obtidos para os dois tipos de prepara
¢oes ndo apresentaram diferenca significativa, no nivel de
significancia citado acima. Isto indica que, para se obter a
mesma ligacdo percentual do antigeno marcado (30%) ao anti
corpo especifico, as preparacOes heterogéneas exigem concen
tracdo de Ac, no meio de reacdo, equivalente a preparacao ho
mogénea de Ih-B, o que demonstra, sem duvida, que o Ih-B pu
rificado mantém sua capacidade de reconhecimento do Ac espe

cifico, ou seja, mantém sua atividade imunoldgica.

A tabela XIII mostra os resultados de trés séries de
marcacoes (A, B e C) de preparacoes de HCH com teores dife
rentes de l1h-B, analisando~-se o seu compoftamento na reagao
de marcacdo e ligacdo ao Ac especifico. Cada série de marca
cao foi realizada com o mesmo lote de radioiodo, mesma colu
na de purificacdo e em dias consecutivos. As preparacoes de
HCH-IPEN aqui empregadas foram o HCH-29P, pobre em Ih-B, enm
todas as séries. HCH, lote 24, nas séries A e B e  HCH-39P,
na série C, ricos em Ih-B. O Ih-B puro foi o obtido neste
trabalho.

Os parametros relativos a técnica de marcacao, por
exemplo, radioatividade usada e Ver estao no mesmo intervalo
ja comentados para as tabelas X, XI e XII. Quanto ao rendi

mento, comparando-se o valor obtido para o Th-B puro (26,8 *

1,0) em relacao a preparac¢Oes ricas em Th-B (24,9 * 5,7),por
meio de teste t de ''Student', com p=0,05, a diferenca nao
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foi significativa. Comparando-se o valor obtido para o Ih-B
puro a preparacao pobre em I1h-B (15,7 + 3,9) no mesmo tipo
de teste, verificou-se que o rendimento percentual médio e

significativamente maior para a preparacao homogénea (Ih-B).

Na tabela XIII os valores médios obtidos para a con
centracao ideal de Ac (xlO“S), confirmam os dados ja comenta
dos anteriormente para as tabelas X, XI e XII. O Ih-B exige
concentracdo equivalente a necessaria para a preparacao hete
rogénea rica en Ih-B, porém, apresenta diferenca significati
va, em relacao a preparacao pobre em Ih-B. Estes dados foram
analisados por meio do teste t de "Student'" para dados homo
cedasticos.

A tabela XIV apresenta os resultados da analise da 1i
gacao percentual, do hormdnio marcado, ao anticorpo especifi
co em diluicao fixa de 1 : 200.000, empregando-se Ac-IPEN e
Ac-NIAMDD. Os antigenos marcados analisados foram os obtidos
nas séries de marcacdo A e C. ApGs incubacao, as fracdes B e
F foram separadas por meio de EGPA com 7% de acrilamida (42),
que, como € sabido, proporciona resultados de maior confiabi
lidade que a separacao por meio de PEG. A diferenca nao signi
ficativa entre a ligacao percentual média, obtida para as
trés preparagoes, confirma a preservacao da atividade imunold
gica do Ih-B.

A figura 26 mostra as curvas de diluig¢do otima do an
ticorpo especifico, anti-HCH. Empregaram-se duas preparagées
de Ac, Ac-IPEN e Ac-NIAMDD. Os hormonios marcados utilizados
foram o Th-B (125
(125

logaritmico, registrando-se na ordenada o parametro B/BO x100

I-Th-B) e outra preparacao heterogénea
I-HCH 29P). As curvas foram construidas em grafico  semi

e na abscissa adiluigéo'do Ac (V:V). Por meio destes dados
obtidos num intra-ensaio, observa-se que o Ih-B marcado apre
senta capacidade de ligacao, ao Ac-IPEN, da mesma ordem daque
la apresentada pela preparacao heterogénea, confirmando os da
dos apresentados anteriormente. Entretanto, em relacgao ao
Ac-NIAMDD, o Ih-B apresentou, neste caso, uma ligacao levemen

te inferior a apresentada pela preparacao heterogénea.
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I

SERIE DE | ANTICORPO | LIGACAO (3) DAS PREPARACOES DB HCH-1%71

MARCACAO POBRE EM Ih-B |RICA EM Ih-B |Ih-B PURO
A IPEN 57,1 50,1 52,7
NIAMDD 62.1 56,4 54,0
C IPEN 50,9 36,2 60,2
Média 56,7 47,6 58,6
5,6 10,3 9,2
3 3 3

TABELA XIV - Anadlise da ligagao ao anticorpo especifico,

em diluigao de 1:200.000, das preparagoes de HCH com teo-

res diferentes de Ih-B. Separacao das fragoes B e F

meio de EGPA com 7% de acrilamida.

por
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o Ac-NIAMDD:'281- HCH-22P
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FIGURA 26 - Curvas de diluigao otima do Ih-B puro marca

do em comparagdao ao lICH heterogéneo, empregando duas pre

paragoes de Ac.
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3.4.3 IE

A figura 27 mostra um exemplo de curvas de RIE, empre
gando-se como antigeno marcado a preparacao HCH-39P e o Ac-
IPEN, na diluicdo fixa de 1 : 200.000. Como padrdes secunda
rios empregaram-se o lh-B e o HCH-29P, determinando-se a po
téncia imunologica do primeiro em relacdo a este Ultimo. As
curvas de RIE foram construidas em escala semi-logaritmica,re
gistrando-se na ordenada a razao B/B0 x 100 e na abscissa a
concentracao do hormonio nao marcado, em ng/ml, e mostram a
possibilidade de utilizacdo do Ih-B como padrao secundario ,
sendo sua poténcia imunoldgica definida, a seguir, na tabela
XV.

Na figura 28 é apresentada a utilizacdo do Ih-B marca
do, em comparacao a uma preparacao analoga de HCH-39P, ambos
sendo deslocados pela preparacao nao marcada de Ih-B.

A tabela XV apresenta dados relativos ao uso do Th-B
puro no RIE. Empregaram-se aqui trés preparacoes de HCH marca
do, com teores diferentes de Ih-B, utilizando para cada mar
cado o Th-B e a preparacdo HCH-29P, como padrdes secundarios.
A tabela apresenta os resultados do calculo da poténcia imuno
16gica relativa do Ih-B, em confronto a poténcia do HCH-29P
Dados anteriores obtidos neste laboratdrio (3) indicam uma
atividade imunolégica, para o HCH-29P; de 7,28 Ul/mg; em rela
¢ao ao padrao internacional 66/217, fornecido pela World
Health Organization (WHO). Na quarta coluna da tabela XV cal
cula-se, assim, pafa o Th-B uma poténcia relativa de 0,64 ¥
0,12; com CV de 18,8%; correspondente a atividade imunologi
ca de 4,66 Ul/mg, para o Ih-B purificado.
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FIGURA 27 - Curvas de RIE, empregando o mesmo 1251 4w 39p

e como padrdes secundarios, o Ih-B e o HCH-2°9P.
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FIGURA 28 - Curvas de RIE empregando o mesmo padraoc secun

dario, Ih-B, e utilizando o 1251-1h B eo 125I-—HCH 3°p.,
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poténcia imunolédgica.

1251 yen HCIH ED POTENCIA
NO RIE SECUNDARIO RELATIVA
1257 14 B Ih-B 21.5
0,56
HCH-29P 12,0
1251 ncu zep 1h-B 8,2
0,78
HCH-29P 6,4
1251 nen 3ep Th-B 8.6
0,58
HCH-2°9P 5.8
POTENCIA RELATIVA MEDIA 0,64
S 0,12
N 3
TABELA XV - Radioimunoensaio do Ih-B: determinagao da
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4. DISCUSSAQ

0 uso da leitura densitométrica direta, na regiao UV,
aplicada aos geis de poliacrilamida, possibilitou a determi
nagao quantitativa e a identificacdo qualitativa, rapida ,
nao-destrutiva, das formas iso-hormonais do HCH.

No sentido qualitativo foram estabelecidos critérios
de identificacao que, além de simplificar o procedimento de
analise e diminuir o tempo operacional, possibilitou a passa
gem do método analitico para o preparativo. Na determinacio
da migracao relativa, Rm, avaliou-se a precisao intra~ e in
terensaio (tabelas I e II), obtendo-se coeficientes de varia
¢do em torno de 1 a 2% para o intra-ensaio e de 2% para o in
terensaio, niveis muito satisfatorios para os fins aqui pro
postos. O uso da M-SAB como proteina de referéncia interna
proporcionou o controle das condigoes ideais de resolucao dos
lhs, no gel. Ao se definir a relacdo numérica entre a Rm do
Ih-B e a Rm da M-SAB, razao K, obtida estatisticamente para
N igual a 32 ensaios, calculou-se um parametro de comparacao
que assegura a confiabilidade da identificacao qualitativa,
além de possibilitar a comparacdao interensaio de dados obti
dos em EGPA com 7% de acrilamida, em ocasioes ou condigoes
de pH diferentes, possibilitando a sua aplicacao em compara
¢oes interlaboratoriais. A obtencdo da Rm do Ih-B corrigida
por intermédio da Rm da M-SAB (tabela III), com o uso da ra
zao K, eliminou as flutuacgOes interensaio, além de fornecer
ao método de analise um controle rigoroso das condicoes de
ensalo.

Os valores médios obtidos para a razao K, relativa ao
Ih-B de preparagdes de HCH-IPEN (item 3.1.3) e de HCH-NIAMDD
(tabela IV) nao demonstraram diferenca significativa, ao ni
vel de 5% de significancia, o que indica que a forma iso-
hormonal aqui analisada como Ih-B € a reconhecida internacio
nalmente como tal. A razao K assegura a técnica a confiabili
dade exigida, visto que ela & mantida mesmo quando as condi
¢oes fisico-quimicas da matriz sdo significativamente modifi

cadas, conforme os resultados da tabela III.
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No campo quantitativo, esta técnica densitometrica
permitiu a determinacdo prot€ica, de maneira rapida e especi
fica, fornecendo uma resposta relacionada somente com o teor
da proteina de interesse e independente de erros sistemati
cos originados da aplicacdo de técnicas de precipitacio ou

coloracdo a diferentes proteinas no gel.

A exatidao da determinac¢ao quantitativa, que pode
ser avaliada na determinacdo de varias quantidades pesadas
de HCH, por extrapolacdo na reta de concentracao construida
com SAB, também mostrou-se plenamente satisfatoria. Obteve
se uma curva padrdo média, com linearidade no intervalo de 5
até 100ug (figura 16).

A reta padrao de quantificacdo protéica (figura 16) ,
aqui obtida, com os valores médios para a SAB, mostrou-se va
lida para o HCH-IPEN e HCH-NIAMDD, dados que confirmam os va
lores de coeficientes de extinc¢ao, calculados por densitome
tria (tabela V), que indicam que a SAB e o HCH-IPEN, na re

giao de 220 a 310nm, tém o mesmo nivel de absorvancia. Os
50,13

' _ : 280,1cm _ )
SAB e ao HCH, citados pelos diferentes autores, sao muito va

valores apresentados na tabela V para relativos a
riaveis, revelando as divergéncias existentes quanto a defini
¢ao de um valor exato para esse parametro. Os valores obti
dos aqui, para SAB (0,835) e HCH (0,970) estao no intervalo
definido pelos diferentes dados da literatura, como se obser
va na tabela V.

A Unica desvantagem da técnica de determinagao quan
titativa por densitometria direta € a impossibilidade de se
alcangar uma alta precisao para quantidades inferiores a
10ug. No entanto, vale a pena lembrar que, teoricamente, a
sensibilidade do método (tabela VIII) com QMD igual a 1,5ug
* 0,8 € aceitavel, se comparada aos métodos classicos de de
terminacao protéica, como por exemplo o método de LOWRY (70)
e de EHRESMANN- (34), os quais, conhecidamente, nao dao qual

quer informacgao qualitativa.
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Na pratica, a quantidade minima que se determinou foi
de 5ug, sendo considerada inaceitavel a precisdo obtida para
quantidade de proteina inferior. llavendo disponibilidade de
material, o intervalo ideal para quantificacido é de 25 a 75ug
de proteina por gel.

Na literatura a maioria dos trabalhos relativos a
técnica densitométrica, empregam a leitura dos géis pods-colo
racao (24,83) e poucos empregam a leitura dos géis sem colo
racgao a 280nm (33, 43, 105), em espectrofotometria. Conside
ra-se, portanto, neste trabalho, o aspecto original da apli
cacdao densitométrica nao-destrutiva a proteinas ativas biolo
gicamente,

Uma vez que as condig¢oes de resolugao ideal, para 0
fracionamento dos lhs do HCH em EGPA, foram propriamente de
finidas e otimizadas, a passagem do método analitico para a
escala preparativa envolveu a mudanca da quantidade de pro
teina aplicada, didmetro da matriz, intensidade de corrente
e introducao da técnica de eluicao da banda iso-hormonal de
interesse. Isto permitiu a padronizacdo de um método de puri
ficacdo de lhs protéicos empregando a EGPAp associada a den
sitometria direta em luz UV, técnica simples, rapida, flexi
vel e que utilizou, principalmente, instrumentacao de custo
pequeno, usada amplamente na rotina classica de um laboratd
rio bioquimico. Com relagdo aos outros métodos de purifica
cao dos Ihs do HCH, existentes na literatura (9, 63, 67, 92,
110), alguns ja citados na introducdo deste trabalho, pode
mos afirmar que este € o Unico que permitiu a obtencdo  ime
diata do Ih puro, sem a presenca significativa de acrilatos
ocu outros contaminantes derivados dos reagentes de eletrofo
rese, utilizando uma (nica técnica de separacdo e, conseqllen
temente um processamento tao rapido (aproximadamente oito

horas).

A eliminacdo dos acrilatos s0 foi possivel apos a
substituicdo da eluigao por difusao simples pela eletrofore
se reversa modificada. Na ER, o segmento contendo a banda

i1so-hormonal de interesse foi introduzido no interior de uma
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membrana de diilise, evitando-se, a contaminacdo por macromo
léculas, de eliminacdo posterior dificil. Assim, os possi
velis acrilatos oriundos do procedimento de coleta, possuindo
dimensoes moleculares da ordem dos poros da membrana foram
eliminados na dialise subseqllente (operacao 7, da figura 8),

assegurando a pureza da forma iso-hormonal.

Diferentemente de alguns dos trabalhos mais conheci
dos nessa area e que somente podem utilizar grandes quanti
dades de material (63, 67, 92, 110), o método padronizado
permite também o processamento de quantidades minimas de pro
teinas (da ordem de 30-50ug), chegando até a niveis de 5 a
10mg por gel. Na pratica, isto cobre toda a escala preparati
va de interesse laboratorial, relativa a proteinas hormo
nais.

A técnica de EGPAp foi empregada na obtencao de duas
formas isoméricas, eletroforeticamente homogéneas, a M-SAB
(figura 17-a) e o Ih-B (figura 19-a). A primeira € isomero
de massa, a qual apresenta em EGPA a 7% migracao eletroforé
tica muito distinta, originando banda protéica com resolucao
realmente satisfatoria (figura 15-b). O segundo € isOmero de
carga, apresentando migracdo eletroforetica muito proxima
dos outros Ihs da preparacao heterogenea (figura 18). Como
se pode observar, a flexibilidade da técnica possibilitou a
sua aplicacdo a proteinas com quaisquer niveis de mobilidade
eletroforética, isOmeros de massa ou carga. A resolucdo pode,
ainda, ser adequada a qualquer proteina de interesse, por
intermédio de mudancas nas condigoes de eletroforese, explo
rando as suas caracteristicas inerentes (figuras 13 e 14).

O controle da qualidade do Ih-B e M-SAB obtidos por
meio de eletroforese analitica (figura 17 e 19) demonstrou
que as migracoes relativas foram mantidas, indicando clara
mente que o mé€todo padronizado mantém inalteradas as proprie
dades fisico-quimicas fundamentais da molécula, que determi
nam sua mobilidade eletroforética.

A preparacao de Ih-B aqui obtida mostrou grau de homo

geneidade eletroforética maior, quando em confronto analiti
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co ao HCH-NIAMDD, o qual € declarado como sendo essencialmen
te Lh-B (figura 20), obtendo-se, para as duas preparacdes,va
lores de K iguais aos definidos estatisticamente neste traba
lho para o 1h-B. Estes dados asseguram que o poder de resolu
¢do do método preparativo atendeu plenamente aos fins propos
tos inicialmente.

O processo de obtencao e estocagem do 1h-B, obtido de
preparacoes heterogéneas de HCH-IPEN, nos levou a solucao de
problemas praticos de importancia consideravel para manter
um produto realmente inalterado, como por exemplo, as condi
¢oes de dialise, liofilizacdao e ampolizagao do produto fi
nal. Em trabalhos anteriores (2, 3, 50, 61, 62) ja se obser
vou o risco alto de alteracdes, especialmente devidas a agre
gacao molecular, relacionadas com os processos de dialise e
liofilizacao. - Por esta razao, ap0s avaliacdo de varias
analises em pequena escala, resolveu-se diminuir o tempo
da Ultima dialise (operacdo 7, figura 8) para um maximo  de
12 horas, empregando solucdo de bicarbonato de sodio 0,01M .
Assim, também o uso de condicbes de liofilizacdo menos dras
ticas, incluindo pré-congelamento lento, vacuo de 0,1 torr
e temperatura de secagem primaria inferior a 109C, somado a
presenca de glicina em alta quantidade (1:25), possibilitou
a ampolizacao, em atmosfera de N,, de varias fracdes de Ih-B,
em quantidade de 160ug/ampola, em forma comprovadamente inal
terada. Estas ampolas foram e deverao ser abertas na ocasiao
de sua utilizacao para fins de marcagao, construc¢ao de curva
padrao ou outro tipo de estudo, em que seja necessaria a uti

lizacao de uma preparacao fundamental, homogénea, de HCH. Em

trabalho anterior (5) comprovou-se a nao interferéencia de

quantidade alta de glicina, na reacgao de marcagao do IICH ,
125

com I.

A recuperacao percentual total da referida técnica pre
parativa, em torno de 72%, mesmo sendo proxima das apresenta
das por alguns autores (9, 80, 54) nao pode ser considerada
satisfatdria totalmente. Isto deveu-se também ao fato de que

neste trabalho deu-se mais enfase a pureza e inalterabilida



de do produto obtido e ndo tanto ao rendimento da técnica de
purificacao. No entanto, trabalha-se atualmente na direcao
de alcangar um resultado aceitavel plenamente também neste
aspecto. Embora a coloracao do segmento do gel, apds a elui
¢ao, ter mostrado a auséncia de proteina residual no inte
rior do gel e ter acusado a presenca de proteina na superfi
cie externa da matriz, sabe-se que a recuperacao de proteina
em EGPAp € dependente do pll empregado no tampéao de corrida
(54), sendo maior a retencdo de proteina na matriz em pH
7,8 que em 10,2 por exemplo. A retencdo percentual de protei
na na matriz € inversamente porporcional a quantidade aplica
da na amostra, ou seja, quanto menor € a quantidade de pro
teina processada, maior € a perda (54). Em EGPAp a recupe
racao geralmente obtida, esta no intervalo de 50 a 70% (54),
podendo ocorrer perdas durante a fase de coleta e operacgoes
posteriores do eluato, além de adsorgado protéica na superfi

cie do gel.

Qutra meta deste trabalho foi a avaliacao do efeito
ndo-destrutivo do método preparativo padronizado, analisando
se a inalterabilidade das atividades imunobioldgicas do pro
duto hormonal assim purificado. Obviamente, isto se consti
tui como um objetivo de importancia primaria,considerando-se,
especialmente, a utilizacao que a forma iso-hormonal radioio
dada devera ter no RIE e também em estudos biolGgicos e meta

bolicos "in vivo'" e "in vitro'.

Para a avaliac¢ao da atividade somatotrofica do HCH
obtido apo0s todos os estagios do processamento preparativo ,
empregou-se o ensaio por incremento de peso corpOreo total ,
em ratos hipofisectomizados. Conforme ja citado no item
3.3.2 e visualizado na figura 23, o Indice de precisao (M)
obtido, que identifica a qualidade do ensaio (»=0,100), foi
menor do que os valores encontrados, frequentemente na lite
ratura (4, 98, 99, 101, 108), para este parametro, que es
tao na faixa de 0,4 a 0,53 para este tipo de bioensaio. Va
lores de A inferiores ou iguais a 0,3 (98) indicam um ni
vel de precisao rigorosamente accitavel. O valor aqui obti
doy x=0,1003 indicou uma qualidade de ensaio definitivamen
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te O6tima, uma vez que, com essa qualidade de ensaio, seriam
percebidas diferencas relativamente pequenas na acao somato
trofica das preparacoes de HCH de referéncia e HCH submetido
a ER.

Os limites de confiancga determinaram intervalos sufi
cientemente estreitos (0,80 a 1,08) e a inclinagdo combinada
da curva dose-resposta (11,54), mesmo usando-se doses bai
xas, € da mesma ordem dos valores relatados por outros auto
re (72, 102, 108). Pelos testes de significancia confirmou
se como significativa a diferenca entre doses e obteve-se a
inexisténcia de qualquer desvio significativo do paralelismo
entre as curvas de ganho de peso, relativas a preparacao "an
tes'" e '"depois" do processamento. Sabe-se de fato que um
desvio significativo do paralelismo, além de poder ter ou
tras origens, pode ser devido a ocorréncia de alteraces es
truturais na molécula, que mesmo sem afetar a acao bioldgica
completamente (13), podem indicar que o produto esta danifi
cado, além de, obviamente, produzir um ensaio invalido. Por
tanto, estes dados confirmam a auseéncia de alterac¢Ges quali
tativas possiveis, ocorrentes eventualmente durante o proces
samento preparativo, que podem influir no mecanismo de acgao

bioldgica "in vivo".

Concluiu-se, assim, num ensaio perfeitamente valido ,
que a diferenca entre as preparacGes nao € significativa, ou
seja, a preparacao de HCH submetida a ER mantén significati
vamente inalterada a sua acadao somatotrofica "in vivo'.

Esse tipo de controle, referente aos efeitos produzi
dos na molécula, pelas técnicas de purificacdo dos lhs é mui
to importante, pois conforme mencionou-se no capitulo 1 des
te trabalho, ha relatos na literatura (87, 103) que mencio
nam a ocorrencia de alteracdo parcial na bioatividade de ex
tratos hormonais hipofisarios, ap0s a purificacdao em EGPA .
Nas técnicas citadas para a obtencdo dos Ihs do HCH (9, 63 ,
67, 92, 110), geralmente ndo ha a preocupacio com esta possi
bilidade e nao temos conhecimento de outro trabalho da lite
ratura, no qual esta analise da preservagado da atividade bio
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16gica tenha sido realizada.

Considerando-se que a principal aplicacgao do produto
iso-hormonal purificado sera na preparacdo de reagentes para

RIE analisou-se o seu uso como produto marcado com 1257 ¢ co
mo padrao secundario.
Na reacao de radioiodacao, a qualidade do 1251 1n

fol analisada quanto ao rendimento de marcacao (%), ativida
de especifica e volume de eluicdo relativo (Vgg)» em compara

cao a preparacOes heterogéneas de 125

I-HCH. Por meio da ana
lise do cromatograma de purificacao do produto marcado, en
Sephadex G-100, foi possivel avaliar a presenca de produto
agregado, de outros compostos marcados interferentes e possi
veis alteracdes no raio molecular do produto monomérico, que
esta relacionado com o Vpp (figura 25).
1250 1h B (tabela XI) e

os obtidos para preparacoes heterogéneas (tabela X e XII) a

O valor de Vgp obtido para o

presentam concordancia entre si e foram equivalentes aos en
contrados na literatura para o HCH monomérico ndo marcado
(68, 69), indicando que o I1h-B radioiodado, aqui obtido, man
tém o seu raio molecular inalterado. Sabe-se que os varios
Ihs do HCH podem ter estruturas terciarias diferentes e cer
tamente tém carga elétrica (27, 110) e ponto isoelétrico dis
tintos (94), fatores que podem influir no impedimento esteéri
co dos oito residuos de tirosina, na reacdo de radioiodacido.
Sabe-se também que o raio molecular altera-se facilmente, de
vido a mudancas de pH ou forcga idnica, reacdes de oxidacao
e reducao ou pela introducdo de varios grupos na molécula
(3). Sendo o raio molecular diretamente relacionado a estru
tura terciaria e, portanto, ao mecanismo de acido bioldgica e
imunolégica do horménio, foi muito importante obter uma pre
paracao de Ih-B radioiodada que nao apresentasse alteracdes
significativas neste parametro.

Quanto ao rendimento percentual na reacao de marcagéq
a preparacgao de Ih-B mostrou comportamento equivalente ao
das preparacoes heterogeneas, conforme indicado no {tem

3-4-2. As marcagoes de ICH heterogeneo citadas, neste caso,
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foram as obtidas na rotina de dois anos de marcacao neste la
boratorio, tendo teores variaveis de 1h-B (10% ou 60-70%) .
Quando o rendimento percentual foi comparado em séries con
secutivas de marcacao (tabela XIII), o comportamento do 1h-B
ndo mostrou diferenca significativa em relagdo a preparacgdes
de HCH com teor alto de Ih-B, porém, o rendimento do 1h-B
foi significativamente maior em relacfo a preparacao pobre
em Ih-B., Isto relaciona-se, provavelmente, ao fato de que a
preparacao de HCH pobre em lh-B, possui teor maior, de TIh-D
e Ih-E, formas que apresentam clivagem molecular além do re

siduo 143 (92), possuindo uma tirosina a menos na molécula .

Antes de utilizar o Ih-B marcado, no proprio RIE, ava
liou-se o seu comportamento em relacdo a ligacdo ao anticor
po especifico; anti-HCH (IPEN e NIAMDD), em curvas de titula
¢ao (figura 26). No item 3.4.2 citou-se o resultado dos tes
tes de significancia estatistica do parametro  concentracao
ideal (Xlﬁs) de anticorpo (Ac-IPEN) para produzir 30% de 1i
gacao ao antigeno marcado. Nao se observou diferenca signifi
cativa entre o Ih-B e as preparacOes heterogéneas para os da
dos obtidos ao longo de dois anos (tabelas X, XI e XII). No
entanto, na analise em sé€ries consecutivas de marcacdes (ta
bela XIII), o Th-B apresentou comportamento significativamen
te equivalente a preparagao rica em Ih-B, mostrando diferen
ca significativa em relacdo a preparacao de HCH pobre em
Ib-B.A pequena discordancia entre os resultados obtidos de
veu-se, provavelmente, ao numero muito maior e heterogéneo de
dados empregados no estudo ao longo do tempo, em relacao as
marcacoes em série. Na maior parte dos casos, contudo, para
se obter a mesma ligacao percentual, o Ih-B marcado exigiu
concentracao de Ac no meio de reacao, equivalente a necessé
ria para as preparacoes heterogeneas. Este fato indica  que
o Ih-B purificado, pelo menos, mantém sua atividade imunolg
gica preservada ao nivel das preparacdes heterogéneas de
HCH, com capacidade de reconhecer o Ac especifico, mantendo,
por ele sua afinidade.

Fixando-se a dilui¢ao do Ac em 1:200.000, (Ac-IPEN e
Ac-NIAMDD) observou-se que o 1h-B marcado (tabela XIV) tem
afinidade para Acs diferentes, ao mesmo nivel dos marcados
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heterogéncos, chegando até a ligag¢les percentuais de mais de
50%. 0 método empregado para a separacao das [rag¢oes B ¢ F ,
neste caso, foi a EGPA com 7% de acrilamida (42). lste aspec
to de ligagdo aos Acs diferentes mereceria uma analise mais
aprofundada, nio somente a fim de se obter mais dados csta
tisticos, mas também para avaliar todas as varildveis cnvolvi
das no fendmeno. Assim, dever-se-ia considerar, além dos res
pectivos titulos dos anticorpos em rclagio aos diferentes un
tigenos marcados, também. as constantes de dissociacio (depen
dentes da avidez do Ac e da afinidade do antigeno) e capaci

dade de ligagao dos sistemas envolvidos. :

0 Ih-B confirmou a sua aplicabilidade e adequagao, di
retamente cm curvas de RIE, seja como tracgador radioativo ou
padrao secundario, para determinagio de extratos hormonais
comparando-se as curvas obtidas a outras preparacles lietero
géneas marcadas (figuras 27 e 28). Nos trés sistemas que uti

125LHCH com teores diferentes de th-B

lizam preparacgoes de
(tabela XV), o 1h-B puro confirmou uma atividade imunoldgica
relativa ao HCII-29P; de 0,064. Isto, considecrando-se que 0
HCI-29P tem uma atividade dcterminada de 7,28Ul/mg, corres
pondeu a uma atividade imunoldogica de 4,60UI/mg. A reproduti
bilidade intra-ensaio desta determinacido foi aceitavel, ten
do apresentado um CV de 18,8%, especialmente considerando-se
as variaveis relacionadas a utilizacgio de trés  preparacoes
diferentes de IICll radioiodadas.

Esta primeira comparacao cntre R1Ls, bascados e an
tigenos marcados com diferente distribuicdao iso-hormonal,in
dicou que, pelo menos, quando se utiliza o mesmo anti-soro ,
‘nﬁo ha diferenca significativa na atividade determinada  num
extrato, que também possui distribuigao iso-hormonal diferen
te do padrao. Isto, claramente, nao invalida a necessidade
de se trabalhar sewmpre mais, na obtengdo de R1Es que utili
zem reagentes com maior pureza, homogencidade ¢ capazes de
garantir uniformidade e continuidade laboratorial e interla
boratorial. A meta de continuaciio deste trabalho podera  ser,
por cxemplo, a montagem de um sistema de RIE, em que un unt£

geno puro ¢ homogéneo marcado, sem alteracdes significativas,
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possa ser utilizado, juntamente com um anticorpo moncclonal
especifico de ampla producdo e distribuicao. [ nossa convic
¢do que, somente assim, poder-se-a obter sistemas radioimu
nolégicos realmente analiticos, plenamente validos e de al

ta reprodutibilidade.

0 estudo iniciado, gracas a disponibilidade do [h-B
marcado, estender-se-a a utilizacdo também de diferentes an
ticorpos e a determinacdo de HCIl sérico, no nivel basal e
sob estimulo, cuja validade no uso de sistemas heterogéneos
de RIE, ainda nao foi confirmada. Este tipo de controle, as
sim como, a montagem do RIE completo e especifico para ca
da forma iso-hormonal, possivelmente circulante "in vivo" ,
poderdao também ser realizadas, como ja foi feito num primei
ro estudo por LEWIS et al (66, 91), empregando-se o método
de purificacao de lhs, aqui padronizado. Esse método, com
provadamente, manteve significativamente inalteradas as pro
priedades fisico-quimicas fundamentais, acdo somatotrdfica
"in vivo" e atividade imunoldgica "in vitro" da forma fun

damental, iso-hormonio B.
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5, CONCLUSOES

1 - Padronizou-se uma técnica preparativa, para puri
ficacao de isomeros proteicos, em EGPA, com eluic¢do dos com
ponentes por meio de eletroforese reversa. Rapida, flexivel
e nao - destrutiva, pode ser empregada para a obtencao de
produtos eletroforeticamente homogéneos, em quantidades da

ordem de miligramas.

2 - 0 método densitométrico aplicado na  purificacdo
iso-hormonal, com leitura direta dos géis de poliacrilamida
na regiao de luz UV, possibilitou:

a - A padronizaca@o de uma teécnica analitica qualitativa, pa
ra identificacdo das varias bandas isoméricas na matriz,

de alta resolugdao e precisao intra- e interensaio.

b - A padronizacdo de uma técnica analitica que permite a
quantificagdo exata de qualquer componente protéico puri
ficado, que, além de rapida, apresenta alta precisdo in
tra-ensaio, precisao interensaio satisfatdoria e sensibi
lidade comparavel a das técnicas convencionais  emprega
das para este fim.

3 - Alguns miligramas de iso-hormonio B, forma funda
mental do HCH, foram obtidos e apés estudo das condicoes de
estocagem, foram liofilizados em ampolas, para serem usados

. = 25
sucessivamente na marcagao com 1

I e como padrao para RIE.

4 - O RIE, baseado na utilizacao do Ih-B e sua compa
racdo a preparacGes heterogéneas de HCH, levou-mnos a con
cluir que:

a - O método padronizado, de purificacao do Ih-B, nao afetou

a capacidade de incorporacao do iodo na reacao de marca

cao.

b -0 125I—Ih—B apresentou capacidade de ligacao ao anticor
po especifico, anti-lCH, sendo vidvel o seu emprego  no
RIE.
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¢ - O seu uso como padrdo secundario nas curvas de RIE e a
determinacao da sua atividade imunolégica, demonstraram
que a imunorreatividade da molécula €& mantida apos sub
meter-se ao procedimento preparativo padronizado. 0
ITh-B puro pode, portanto, ser usado como preparagao pa
drao homogénea.

5 - A avaliagao do efeito nao - destrutivo da referi
da técnica, com relagdo a atividade bioldgica,demonstrou a
inalterabilidade significativa da atividade somatotrofica
"in vivo'" da molécula de HCH. Este tipo de controle do pro
duto obtido ndo consta na padronizacdo de técnicas analogas

descritas na literatura.
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