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ESTUDO SOBRE OS PROCESSOS DE DANIFICAGAO
E A ESTABILIDADE DE DUAS PREPARACOES
DE HORMONIO DE CRESCIMENTO
HUMANO MARCADO COM '2%5)

{HORMONIO DE CRESCIMENTO HUMAND DO NATIONAL
INSTITUTE OF HEALTH E DO INSTITUTO DE ENERGIA ATOMICA)

Maria Lucia Cavalcante Quartim Fonseca

RESUMO

Estudaram-se duas preparacdes de 1ormomo de crescymento humano (HCH) marcado com 125| visendo ®

obtenc3o de produtos estiveis de alta atividade especitica e adequada imunorreatividade. Com relacdo s esse critério
consideraram-se n3o apenas as alteragdes do produto marcado, mas também as modificacles que asfe o hosmbni
proteico ndo marcado, nas mesmas condicdes de estocagem.

Para esses estudos utilizaram-se proncipalments duas técnicas: eletroforese sm gel de poliacrilsmida (EGPA) e
comatografia em gei de Sephadex. A técnica de EGPA foi adequadaments modificada pera permitir 8 polimerizeclo de
amostra @ a detecg3o gualitative @ quantitativa de COMPOSIos radiontivos.

Inici te utilizon-se o HCH al purificado de scordo com o mitodo de WILHELMI, fornecido pelo
Nstional institute of Health (NTH). Realizou-se uma investigagdo inicial sobre o comportamanto deste hormbnio e
reacBo de marcacSo, purificacdo ¢ em diferentes condicBDes de estocagem, bem como sobre 0 tipo @ 8 neturezs dos
virios Ly danificados originados durante estes Processos,

A pequena quantidade s 8 limitag3o do nGmero de remessas do HCH (NIH) motivaram s segunde perte do
presente estudo, ne qual utilizou-se 0 HCH que vinhs sendo extraido e purificado pelo método de AOOS ¢
caracterizado quimica e biolbgicaments no Instituto de Energia Atdmica (IEA),

A grande quantidade disponfvel de HCH{IEA) sempre recentemente preparsdo, possibilitou o realizagho de um

O de experi , permitindo, sssim, um sprofundemento na andlise dos problemes que se epresentarsm
nos estudos inicisis com o HCH(NIH) e conssquentements ssu uso como mestriz ne Mmenufsturs de conjuntos
disgnosticos de RAIE. '

A detecclio, estudo ds natureis ¢ do comportamento dos danificados, ou seja dOS COMPOSIGE radioetivos
indesjéveis, ¢ o elimineclio de sua interferincis constitulram o principsl objetivo deste trabelho. Isto foi feito nlo
somente testando 8 Presences ¢ © comportamento dos denificedos sob condiclies diferentes de crometografis ¢ EGPA em
diferentes tempos durente ss etapes de mercaglo, purificaclo ¢ estocagem como tembiém compersndo estes resultadds
803 obtidos em mercacBes faises, nas qusis todes ss condicBes forsm mentides exceto » adiglo de hormbnio. Assim
foram conseguides valioses informacOes ¢ resuitedos de aito significado pratico. HCHINIH) ¢ HCHIIEA) forem smbod
mercados com eits stividede especifics fornecendo produtos que mantiveram a sue imunorrestividede por dols » trs
meses. A mercaclo radiostiva ndo pode ser totalments responsabilizeds peie perde de cepscidede de ligeclo que ocorre
sigumas vezes durante 8 estocagem visto gue esse fanbmeno & também ohservado ne protaine nlio merceds.

Aprovede pers publicacBo sm Junho/1978.



O soro slbumine bovine {SAB), ussia como carregador proteico, a, ne puriticaco ¢ sstocagem grande
influlncia no aparec dos P tes denificedos. A dncia de SAB leve 8 uma preponderants formaglo de
horminic sgregado {pico la) 30 pesso que quando presents, ola carregs uUms grands quantidede de radicetividede
constituindo 8 maior parte do chamado pico do danificado que ¢ eluido antes do hormbnio marcado no Sephadex. A
natuieza ¢ 0 controle desses dois picos sBo Muitc imporiantes, nio apenas porque eles interferern negativamente NO
RIE, mas purque sus origem diferente pode afet: r 0s cAlculos de atividade especifica, rendimento e masss absoluts do
mmcadu. A methor condiclo de gem & a -20°C no estado liofilizado ou em solug3o congelada; situacDes
wnde somente a ocorer 0 processo de desiodac3o, n3o havendo formacio de compunentes indessjiveis. A estocagem
wm solugdo a TOC, produz uma alterac3o ripida, provavelmente devida 3 Slivagem proteolitica do hormbnio marcado,
que natwa scte produto am poucos dias. Embora n3o estritamente relacionado com o objetwo deste trabalho, foram
intei essanies 03 achados sobre a mobilidarde am FGPA das preparacBies estudaxdas. No que se refere s praparagdes fries
¢ HCHUIEA) apresentou duas bandas mais rimdas qrie 2 banda prncipal do HCHINIH), provaveimente, devido
desamidacio ocorrida durante a extragio. Ambos 0s produtos mawcados, entretanto. mostraram uma  mobiidade
sumentada em relac30 203 NS0 Marcados, que pode ser atribufda a uma diminungin do ponto isonlétrico causada pels

jodacin da tirosina ou por alleracdes na estrutura molecular deternunadas pelos reagentes uthizados na marcacdo.
Apesar destas diferencas a /munorreatvidaude aparentemente manteve se inalterut

1 — INTRODUGAO

A importincia da marcacdo de proteinas com radiois6topos deve-se ao fato da sua larga
aplicacdo, tanto para estudos “in vivo’”, quanto “in vitro’”. Em medicina nuclear seu uso torna-se cada
vez mais difundido gracas 3 especificidade de localizacio de uma proteina marcada num 6rgao ou tecido.

Atualmente esses compostos marcados sio largamente usados para dosagem de substancias
presentes em concentracdes muito baixas, em misturas nio fracionadas. A base fundamental desta
metodologia estd na combinagcdo na especificidade caracteristica de reagentes bioibgicos tais como
anticorpos, proteinas ligadoras naturais, receptores de membrana celular'33:52) com 3 técnica de
marcacio molecular, ambas permitindo a monitoracio precisa do comportamento de um nimero muito
pequeno de moléculas' 3. Pode-se referir a esse grupo de técnicas analiticas como métodos que utilizam
reagentes ‘‘marcados”, dos quais o RIE é o exemplo mais conhecido e nesta aplicagio & baseado o
presente estudo. Gragas 3 sua enorme sensibilidade, o RIE permite desagem a nivel de picogramas de
modo simples, rdpido e preciso, desde que se disponha do antigeno marcado puro tal que possa competir
pelos sitios de ligagdo do anticorpo, com o antigeno a ser dosado. Muitos ectudos clinicos e fisioldgicos
tim sido realizados com o uso desta técnica, de grande valia, principalmente no campo da pesquiss
endocrinolbgica, que até entdo ndo contava com métodos de dosagem adequados para 8 detecglo dos
virios hormdnios proteicos e suas alteracdes em resposta » virios estimulos.

Mais recentements foram mencionados métodos de marcacio nJo isotdbpicos baseados em
marcadcres cony propriedades megnéticas (spin labeling) cu usando enzimas acopladas 80 hormdnio que,
sm um sistems adequado, sgem como amplificadoras de um efeito, caso do método ELISA, ou através
de marcadores fluorescentes, bacteriofagos e outros''3). Essas técnicas podem cer sdequades em casos
perticulares mas, de modo gers), pode-se dizer que nenhuma delss oferece ainds, junto com uma bos
sensibilidade, fécil preparsclo e andlise, como os radioishbtopns. A principsl vantagem destes técnicas nfo
wotdpices é » maior dursbilidede nas condiches usuais de mstocsgem, porém, & preciso considerar os
efeitos ndlo especiticos provenientes da interferncia do meio de incubeclo, o que nSo ocorre com os

radioisdtopos, cujs medida nBo 4 afetada pela compasicho quimics do meio que, gersiments, nio contém
rediecio de fundo.

A piepsracio do substesto radioativn pars 03 sistamas de RIE enwolve s seleclo do

rodionr’cll,mo, 8 s incorporacio no compnsto, 8 purficacBo e evalischo de sus utilidede ro sistemae de
onsaio' '’



Para justibcar o uso de radioindo na marcacio de proteinas e ndo V4C ou tricio com meia vide
muity mair, hasta lembrar que seriam necessdrios 263 dtomos oe *4C ou 600 de tricio pars se ter 8
mesma radioatividade oferecida por um tnico dtomo de indo' 78 € importante lembrar que para o RIE
& necessdria uma alta atividade especifica, o gue ndo ocotre em estudos cindticos usando tracadores
bhioldgicos, onde o uso do '4C ou tiicio podde ser mais adequado.

A intradugio de 10dn radioativo em uma molécula proteica pode ser feita de varias maneiras @
embora em algumas mndighes, 0 iodo possa teagn com grupos sultidelions, histufna ou triptéfano, a
quimica da sadioiodacio & a quimica da substituican do o nos grupos tirosflicos' “%'. O método
escolhido para a iodacio do hormomo de creseimento humano, que contém B tirosinas (Figura 1), foio
desenvolvido por GREENWOOD e cols 929 Lom bases aquimicas, usando a clramina T como agente
onidante para a introdugio do indo na proteina. Existem outros métodos, como o monocloreto de
iodo' 6 disponivel através de uma técnica introduzida por SAMOLS e WlLLIAMS“m, o método
eletrolitico de ROSA e cols.(“), a wodacio enniimitica com Iacmpemndase(s"?m e, desenvolvidos mais
recentemente, a difusio gasosa do odante'’") e a marcacao por conjugagio com éster iodado”). De
mod geral, podese dizer que esses métadns oferecem, sobre o método original dz cloramina T, 8
vantagem de seiem mars sbaves, causando menos danificagio 3 protefna. Este Gltimo, porém, apresents
vantagens indiscutiveis pela sua alta eficiéncia de indacin, o que permite a obtencio de um produto de
sita atividade especifica. Esta vantagem é suficiente para tornd-lo tavorito nan somente nos laboratérios
comerciais, mas também pela maioria dos pesquisadoms's' ).

A cloramina T, quaondo adicionada em solucio aquoss, em pH levemente alcalino (7,4),
contendo protefra e jodeto radsi:ativo, promove a incorporagio do 1odo na protefna, por um mecanismo
sinda n3o bem estabelecido, m1as que, provavelmente, envoifve a formacjo de iodo catidbnico. O
metabissultito de sodio ¢ usado para deter a reacdo, reduzindo o excesso de cloramina T, transformando
1; em |~ e limitando a danificacao qufmica””. Isto ocorre somente em concentracdo baixa dos
reagentes, 0 que & conveniente para minimizar um possivel dano 3 proteina em queslioum. Porém, a
utilidade desses compostos marcados estd na dependéncia de virios fatores, tais como alto grau de
pureza, boa imunorreatividade e estabilidade’ '®,

O método da cloramina T pode ser usado, indiferentemente, para introduzir 13 (Energia
364 Kev) ou '2% (Energia 35 Kev). O 131} 1em apenas B dias de meia-vida, 0 que 1tOrNa sev uso
limitado no tempo, comparado com os 6C dias de meia vida do '251. Além disso, o 137} raramente 6
obtido com abundancia isotdpica superior a 30%.enquanto o 125 pode ser considerado praticamente
livre de carregador, com abundancia isot6pica acima de 90%. A eficidncia de contagem, em contados
@ma (Nal} tipo pogo, 4 proporcional 3 abundancia de tdtons e & funcio inversa da energia da radiaclo
emitida, serdo, portanto, maior para o 126, que para o '3'1. Estes tatos tornam o 251 o isbtopo de
escolhs na maioria dos lzboratérios, furnecendo produtos, teoricamente utiliziveis por 3 8 4 meses sem
desventagens na sensibilidade, comparados aos produtos marcados com 31,

» iodagfio de hormdnios proteicos deveria ser restrita a8 um dtomo de iodo por molécula, pois,
Muitos estudos mostraram os efeitos deletbrios da iodag3o a altos niveis. A atividade especifica calculads
pera 0 HCH', considerando # substituic3o de um &tomo por moléculs & de aproximadamente 100 uCi/ ug
pora 0 '2%) ¢ 150,Ci/ug para o '3'1 (com 20% de abundbncia isotdpica)''). A menor, porém,
adequads stividade espec(fica apresentada pela marcacio com '2%1 ss constitui em ums vantagem
adicions!, tendo em vista a reducdo dos riscos de danificacSo ectinics. Mas o produto marcado,
reraments, pode ser usado por meis de um més, mesmo que @ radioatividade ainda presente esteje
sdequads pars sua deteccSo pois parece que sus imunorrestividade diminui com o tompo‘”’ 2 6 oste
Specto que constitui um dos propdsitos principeis do presente trabalho. De fato, é sebido que o
poduto marcado estocado, sejs qual for s condicBo, inicia um processo de daniticaclo que impede seu
wo em RIE. A literatura 6 bem vasts, com referdncis sos virios “danificados” o talvez esss definicio
nem wmpre sejs adequada e justificada, especisimente porque ela englobe vérios fendmenos diferentes,
Que, provaveiments, tem um Gnico ponto em comum: s producio de compastos radiostivos indesejévels.

YALOW ¢ colc.(84.%6.87.68.69.60.81) gepcon o oot !®! GLICK @ cols.!'® o ROTH e

i44) s
Cols. . UM dos grupos pionmiros do RIE, se referam extensivamente a dois tipos de danificacho: e de



ESTRUTURA DO HCH SEGUNDO LI E COLS.'3

Figurat — O HCH Cortdm Tirosinas Cujas PosicSes Estlo Assinaladas pelas Setas



iodaclo ¢ 3 de incubsgio. Eles consideram o primeiro tipo como sendo consequincia de trils Mo_m
possiveis: danos de inradiaclo, super iodacio e oxideclo de proteins pels clorsmina T. O segundo tipo
perece estar mais relacionado com ums aglo proteolitica. Em ambos os casos, o resultado seria 8
producio de fragmentos danificados, que poderiam ser cwregados por proteinas séricas, podendo
tmbém ocorrer uma alteragio latente que possa talvez manter a estrutura priméria da proteina, Mmes
diminuir ou eliminar completamente a sua imonurreatividade.

O grupo de HUNTER'27-25.28.26) (i rentrou mais sua stencio na danificaclo de iodagio o

suas provdveis causas, que ele relacionou com a manipulagdo de protefnas em solucdes extremamente
diluidas sem uso de carregador, com a substituicio de um §tomo de iodo que tem o mesmo tamanho
que o anel da tirosina na molécula, com a danificacio quimica causada pelos reagentes concentrados em
solucdes de alta radicatividade e com a acdo de substancias nocivas presentes nos reagentes como
contaminantes indesejiveis. A limitada durahilidade de certas preparaciies pode depender de uma forms
latente de danificado, originada durante a reacio de ijodacio. Ele também merciona a existéncia de
danificacdv de incubagio devido a enzimas presentes N0 SO0 € UM oulro tipo de danificado por
associacio (provavelmente aqreqado) que tem maior tendéncia de se adsorver ao vidro e ao gel de
Sephadex durante a purificaciou“. A presenca de agregados como produto ou derivado de algum
processo de danificacio é mencionada por muitos outros autores. NORMAN e TURTER'I®) fambém se
referem a liberacio de aminoacidos marcados e iodeto indicando uma rapida fragmentacdo do produte
estocado (danificagido de incubagao); HAMPSHIRE e cols.!120! identificaram esses componentes de maior
peso molecular no hormonio de crescimento canino marcado; BIELER e cols.\® raterem-se 3 formacao
de agregado in vitro” e sugerem que esta possa ocorrer também “in vivo”; SCHWARTZ e BATT“"
separaram por filtracdo em gel vm agregado, produto de congelamentos e descongelamentos repetidos.
Praticamente todos estes autores evidenciam agregado em produtos estocados nNa presenca ou Na auséncia
de pequenas concentracoes de soro albumina. Isso levou a investigar melhor a influéncia deste carreqador
poteico nas virias etapas que envolvem O mateterial marcado.
Entretanto, para outros autoreswz'so's”, o principal responsdvel pela agregacio neste tipo de
marcacao € a cloramina T, que pode alterar a identidade quimica do residuo do aminoicido terminal,
podendo mesmo quebrar pantes internas da molécula antes de ser inativada. O fato de o metabissulfito
de sddio ndo ter efeito No grau de agregagdo, mesmo quando usado em grande excesso, sugere que 8
cloramina T ¢ responsivel pela alteragio do peso molecular da pvole!na””. CERASI e cols.'?
consideraram o danificado como sendo principalmente o N ncH ligado 3 albumina e KERET ¢
cols. explicaram a imunorreatividade diminuida do hormdnio, pela sua decomposicio em fragmentos
e pela liberacio de iodo. ’

Com base nestes aspectos, o presente trabalho foi desenvolvido, inicialmente estudando a reacdo
de jodacio e as condicdes ideais para melhorar a sua tio famosa “pobre reprodutibilidade”, usando
pedrIo altamente purificado de HCH fornecido pelo NIH,

Quanto ao método de purificacdo s escolha recaiv sobre o cromatografia em gel de Sephadex
G-75160.30,21,9) que pareceu 8 melhor maneira de separacdo. Os picos sssim obtidos foram snalisados
por discoeletroforese em gel de poliacrilamida, técnica que permite a separacio de moléculas de acordo
com suas dimensdes, forms e carga "), Embors s eletroforese sejs um dos métodos mais eficientes de
separacio dos componertes idnicos de ume misture, o poder de resoluciio dos vérios métodos
eletroforéticos 6 bem varisvel. A discoeletroforese tem o vantagem de se poder ajuster o tamanho dos
poros de um gel sintético, usendo vériss concentracBes de acrilamide (efei*o de peneirs. moleculer) ¢ de
produzir bendss da ordem de 10 micrdmetros de espessura o pertir de bendas iniciais com 8 ospessurs de
ordem de centimetros. Pode-se slcancar desss forme ume meior resoluclio em corrides bem répides
permitindo © 150 de smostras bem dilufdes'*!-50), Em contreste so gel de emido, o gol de

poliscrilamida ¢ termoestdvel ¢ transparente, relstivamente inerte do ponto de vists quimico ¢ com poros
de dimensBo veribvel.

A dletroforese em gel de poliacrilsmida, definide como um sistems f(sico ides! pers o seperaclo
de protelnas, foi mencionads por HUNTER'®) em estudos sobre o hormdnio folfculo-estimutents,



Wsando gel a 5%, embora ndo aplicada diwetamente & wcnica do RIE. CHALKLEY e TANNER''?
aplicartam um sistema similar para a determinacio de anticorpos no plasma, sem incubacio prévia,
promovendo a reagio antigeno-anticorpo entre duas camadas de gel separadas. Recantemnente este
procedimento foi utilizado para a separaciio das fragSes livre e ligads no RIE de HCH'3! em sumutudo
2 outras técnicas tais como: eletroforese em papel ou celulose, cromatoeletroforese!28:57) . pr

POr adsorgdo em aﬂao“o 53‘, separacao pors filtragio em gel de Sephadex G-50 ou 6-75‘” '5’
precipitacdo por acetatc de ambmo“s’ ou polietilenoglicol reG) 4" que nfo deram resuitados tlo
satisfatorios, provaveimente devido a uma separagio incompleta das fragSes livre e ligada ¢ a fendmenos
de adsorgao ou interferéncia do danificado seja na fragdo livie ou na ligada.

Na eletroforese em gel de poliacrilamida a fragdo ligeda sendo pouco maior que 3 game
globulina migra menos devido 20 seu grande peso molecular. Muitas protefnas movem-se meis
rapidamente no gel que 2 gama Jlobulina e desta forma, podem ser facilimente separadas. O iodo, sendo
meis leve e mais negativo, mqamasnpuhmente bem como alguns componentes degradados de menor
peso molecular.

Numa sequnda etapa, programou-se este estudo com 0 hormdnio de crescimento humano
extraldo e purificado nos laboratérios do IEA (SOMATORMON), a fim de ser svaliade 2 viabilidade de
mu uUso como padrdo para marcagio e respectiva imunorreatividade, 0 que em caso positivo seris
slitamente proveitoso, dada a grande disponibelidade deste material recém-preparado.

Nesta programagido procurou-se estudar o comportamento do hormbnio de crescimento humano
preperado no 1EA sob virias condiguves durante 8 purificacdo com ou sem carregedar, incluindo até s
chamadas “marcacdes falsas”, isto ¢, simulacro de mercagdo ne susincis de hormdnio. Desta forme
estuderam-se 3s melhores condigdes de estocagem do groduto purificado, pers tornd-lo utilizével o meior
wempo possivel. O material presente no tubo central do pico do horrmdnio mercado foi fracionado, sendo
perte liofilizada, parte congelada @ mantide 3 -20"C ¢ parts mantids a 4°C. Também se estudou o efeito

de conglamentos e descongelamentos mGitiplos 8 o comportamento do liofilizado apls ser dissolvido ¢
mentido ¢ 4°C.

11 - MATERIAL E METODOS

1) Padvles
HORMONIO DE CRESCIMENTO HUMANO

8) NIH-GH-HS 2002 F
NIH-GH-HS 2160 E

Gentilmente fornecidos pelo Dr. A. E. Wilheimi, de Emory University (Atients ~
Georgis).

b) HGH 1*! IRP 66/217

ds World Heslth Organization (WHO).

c) HGH-KABI — (CRESCORMON)
Ampoless com 4 U.I.
KABI Lasborstories — Stockoim ~ Fornecido pela Astra Quimice do Bresil

Os pedrBes foram estocados s 20°C.



2~ Material Biologico

a) Hipéfises humanas obtidas do Departamento de Anatomis Patolbgica da Universidade de

S3o Paulo e do Instituto Médico Legal.

b} Soro de cobaia

¢} Anti-soro de cobais anti-hormdnio de crescimento humano distribul{do pelo NIH. Dilufdo

1:2 000.

Todo material biolégico foi estocado a -20°C.

3~ Reagentes @ Solugdes

3.1 — Solug3es de estoque pera sletroforess em gel de poliscrilamide.

Solugio A

TRIS-Hidroxi-metilamino-metano (C,H; (NOg) Merck . . .. ............. .. ..ot
N,N,N’,N’-Tetrametil-etileno-dismine TEMED (CgMH  Ns)Mercke. . ... ................
HCI — 'N. .. it iiiiennnens e ree st s et sttt
dguadestlade. ..........0i00uvnnnen b ete e et q.8.p
pH 6,5

Soluglo B

TRIS-Hidroxi-metiamino-metaNn0 . . ... ... .v vt e i vnr oo svaronncnsnnocns
TEMED. ...t tr i iin it tarrnsaancrontocsrssasassanansnnns
HCI - IN,....... te et s eanas et e et as v enne te et s e s aranessu et
éguadestilads, . ...... e et et e et et e ceeeen s q.p
pH 6,7

Solugio C

Acrilamids CsHyNO (Bio-Red Laboratories) ... ............... e, e
N,N’-metiteno-bisscrilamida BIS (CyH, oN30,) Blo-Red. . .. . ... ovvevrnnnnns, R

Soluclio €
RIDOIOVING (POEI). . ...ttt ittt et e
BQUB destileds. . ... .. e i e P X X . ¥
Soluglio F

Socarome (J.T. Buker) ... ... .. i it et s
GGUB deRtilEdS. . ... ... ... e e e e e e q.sp.



Solugio G

Riboflaving . . ... .....covtiiiinertntnrnossesenctecnsasansnnn e 0,20 mg
SACAIOSE . . . vt o v s v seosonsssonsessssotsanssanrsssssansssssnsencenos 8,009
Soluglo B........cutiteenrenncsssansessanns et eseieesreresresenaen s 5,00 mi
dguadestilada. ... .. ... .00ttt ittt oottt en qQ.8.p 10ml
Soluglo H

ACTilamMidB. . o ..o v v vttt sttt e s e st e s a s 600,00 mg
= £ 125,00 mg
dguadestilads. . .. .... ..ttt i e e e e et e et q.8.0 10ml
Corante

Azulde Bromofenot (Merck) — 0,1%. . . . ....... ... ittt ittt inneanoorenns 10,00 mg
Bguadestilads. ... . ... i i e ettt it ettt q.8.p 10mi

Solugio Tamplo estoque — TRIS-GLICINA

 TRIS-HidroXi-metiHamino-MEtaND . « . . .. oot e e ene e oeeeneeeneeennnssns 6,009
Glicina — (C;HsNO ) MercK. . ... ...ttt ittt it et et cenenarersonastonsanss - 28,80¢g
fguadestilada. ... .......c00t ittt ettt veeesQtp. 1000 ml
pH 8,3
Solugo estoque pera fixaclo
Acido tricloroacético TCA(Berzog) ... .. .. ..ccvir s vieenrnrnereneernnnness 50,00¢
BQUBEStilBdE. . .. ... .ttt ittt i e e e e q.5.p. 100 mi
Soluclo pers coloraglo
Coomassie Brillient Blue R-250(8io-Red) ... .................. PN 0,609
Bgusdestilad. . .. ... i i e et et q.8p. 28 mi
Soluclio pars descoloracio
Acido actico glacial (BaKer) . .. .. ... ... . .. i 70,00 mi
BGUBAEStiAN. . .. ... .. e e e . G8P. 100 mi

3.2 ~ SolugBes pera Extraclio ¢ Purificaclo do HCH

Templo foststo de 86dio 0,03M — pH 6,2



Solugo A

Fosfato de sddio monobésico (NaH, PO, H 0). . .. ... .. oot Cheie e 13809
dguadestilada. . ... ... ... ... ..ttt i ettt P K X . 500 mi
Solugdo B

Fosfato de sodio bibésioo (NagHPOL.12H30). . . . . . o ittt i it i i et ee 716¢g
dguadestilada. . . ... .. .. ... . . i i e et et q.s.p 100 mi
Tampio

£ T 1o T - N e e . 244,50 mi
Solucao B ... ... e i i et N 55,50 mi
Sguadestilada. . .. ... ... ... . e e e seasenreeans qs.p. 2000 ml

Tampio fosfato de potdssio 0,1M — pH 6,6 — NeCl 0,6M

Solugdo A

Fosfato de potdssio monobésico (KH,PO4) .. ... ... Ceer e e eve. 95269
fguadestilada. . .. ...... ...t i e ettt e e qep.  3500ml
Solugio B

Fostato de potdssio biblsico (K HPOG). . ... .. .. ittt it i ir i rerenenrernns 69,67 ¢g
Bguadestilada. ... ..., ... ... ... ..t it ettt e Ceeraan qs.p. 2000 mi
Tampéo

SolugBo A. .. ... e e e reee e 28125 ml
Solugdo B......... i e e e e, ceesriariesass, 16875 mi
NaCl, . .. e e e e e e e e eei e .. 262989
NaNy (Merck). . ............ e et e e ettt e e 1,809
fguadestilade. . ................ C et ettt ee e e e oo Q8P 9000 mi

Solugio ssturads de sulfsto de smbnio
INH S04 - . e e e e i e e ee et esenen 786,60 g
fgua destilede 9 4°C. . .. ... .... e e e ceereece . Q8P 1500 m

3.3 - SolugBes pers lodaclo, Purificeclio do HCH *e Incubsclio

Tamplio fosfato de sbdio — 0,6M — pH 74

Fosfato de sbdio monobésico. . ... ........cvvueu. e X LT
Fosfato de s0dioDIbSSICO . .. . ... oo vt e eereeeteereeeee. 1,0083g
dgusdestileds. . ............ e e e e B X X 2 60 mi
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Tampio fosfato de sbdio — 0,05M — pH 7,4

Dilwgdo do tampao anterior 1:10

Tampdio veronal — 0,1M — pH 8,6 — estoque

Acido thetil barbitQrico {CaH aN3O3) . o oo s s 3,768g
Barhital sixtico (CQH,‘N;NGO:;) .......................................... 16,4(!)9
Bguadestilata. ... L. e ettt qs.p. 1000 mi

Tampdo veronal — 0,025M — pH 8,6 — 0,25% SAB — 1% soro de cobale

Tampao veronal - 0,1M —eStOQUE. . . . o .o vt vvnnnonnsansaonss et aasenaas . 250,00 ml
Sora albumuna  boving Fracdo V- SAB (Sigma} .. ... .. ... .. Lol e 2,f0¢g

Soro de Cobaia

...................................................... 10,00 ml
dquadestilada. . . . ... . . i it et e e ..q8p 1000 ml
Tampdo veronal — 0,025M — pH 8,6 — 1% SAB

Tampdo veronal — 0,1M ~ @5t0QUB. . . . . .. ..o vttt ittt st n et ... 250,00 ml
12 ...+ . 1000¢g
dguadestilada. . . . ... . ... e i e et e i e e e...Q8p  1000ml
Cloramina T

Cloraming T (CoH,CiINNaO;S.3H 00 - Merck . ... ... vttt e nnetveraronennns 50mg
Tampéo fosfatode sddio - 0,05M —pH 7 4. . . .. ... ....... i iiennnns et e 10m
Metabissulfito de sbdio

Metabissulfito de sbdio (N#;S;0,) —CarloErbe. . .. .............. iisesrseseses 100mg
Tempdo fosfato de sbdio ~-0,06M —pH 74, . ... .............. et 1.0mi
lodeto de potfssio

Ki ~ (CorloErba) ... . ... . ... ... ettt rnnnnnnns verrevieressane. 10,0mg
Tampdo fostato de sddio - 0,06M—~pH7 4. .............. 1.0m

HCH pera lodeclio — Soluclio 1 mg/mi

Hormdnio liofilizado, disoivido em tamplo de fosfato de sddio ~ 0,06M — pH 7,4 no dis da lodeclo.
Azuldextran (Pharmaecie) . . . .........covii s e PP e en 10 mg

Tampho veronal — 0,026M — pHB86 — 1%SAB .. ....... e 1.0m



4 — Procedimento Experimental
4.1 — Eletroforess =m Gel de Poliacrilamids

Usouse o método de DAVIS''Z) o CRNSTEIN'®® modificado sequndo BARTOLINI ¢
03
cols.,

4.1.1 — Polimerizacio do Gel

Cilindros de vidro {11 cm x 0,72 cm) abertos nax duas extremidades com 0,5 cm de didmetro
interno sdo vedados em uma das extremidades com “’parafilm”’.

O gel de separacdo & preparado em tubo de ensaio, seguindo as seguintes proporcdes des
solugGes de estoque, resultando em uma concentracdo final de 7% em acrilamida com tamanho de poro
de aproximadamente 50 A!39'.

1A + 2C + 4 4gua destilada + 1E

Agita-se 0 coloca-se a solucao nos cilindros com pipeta Pasteur, delicadamente, pars evitar a
formacio de poihas de ar. € conveniente colocar, previamente, a solugio em sistema de vécuo, para
eliminar as bolhas, Ajusta-se a solu¢cio a uma altura de 9,3 cm e com o auxflio de uma pipeta Pasteur,
de ponta curva e muito fina; colocam-se sobre a solugdo cerca de 100 .l de 3gua destilada, sem formar
turbilh8o, para evitar a formacao de menisco no gel, 0 que acarretaria bandas de separacdo irregulares.

A estante contendo tubos é colocada 8 7 cm da fonte de luz fria, por 30 minutos, pera 8
polimerizacdo do primeiro gel (Figura 2). Retira-se a #gua, secando com papel absorvente.

Para a polimerizagio do gel da amostra, os reagentes sfo introduzidos com micrepipetas de
vidro, na seguinte ordem:

- Solugo G...... eeeanes e rraaneaaaen 75 b
— Sorodecobeis ....... ees e aaes ceraeaa e 6l
— Azuldebromofenol. . ............ ceeresenennn 65ul
— AMOStI® . ....ivrveaneenn A 1 1 J T
~Solugo H........... s ceeeae sy . 16ul

Total, ......... s een s e e nae e < ¢ )

Quando o volume da smostra é menor que 200 ul, completa-se com tamp8o veronal — 0,026 M
—~ pH 8,6 — 0,25% SAB — 1% s0ro de cobais.

Colocam-se novamente, 100 ul de #gua destilada e, sllo necessirios 30 minutos, nas mesmas
condicBes descritas, psra a polimerizacio do segundo gel que tem ums concentraclio final de 2% em
scrilamids. Retira-se 8 Sgua, colocase “parsfilm” ne extremidade superior ¢ faz-se a contagem prévis de
quentidsde de '2%) de ceds smostra colocads no gel, antes ds eletroforese, snalisando no Contador
Games, com o gel colocado invertido no tubo de contagem.

Em eiguns casos nlio hé necessidede da polimerizacho de smostra, que § spliceds diretsmente
sobre o primeiro gel, § qual acicionsm-se 5l de bromofenol 0,1% e 20 u| de soluclo F.

4.1.2 - Emtroforens
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SISTEMA DE POLIMERIZAGAO EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Y
SEL

s T

Al S
\“‘ \.‘\\,x,\‘.‘._‘.‘

[N AT TR IO A L

Figura2 - Estante com os Tubos Contendo o Gel de Seperaclo j§ Polimerizado e as SolucBes, do Gel
de Amostrs (perte superior), ¢ Serem Submetidas 3 Polimerizecio pela Aclio de Luz
F luorescente Colocads Atrés da Estante a uma distincle de 7 cm,
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Retiram-sse os ‘‘parafilms” e a eletroforese & feita usando-se "Gel Electrophoresis Celi”
(Figura 3) com tampdo tris-glicina dilufdo 1:10 a 2 mA por gel.

A voltagem nunca deve exceder 200V, pois h4 indicacBes que diferencas de poténcia altas
podem interferir com a estabilidade da amostra.

A eletroforese & interrompida quando a banda do azul de bromofenol usado como tracador se
encontra a cerca de 2 cm de extremidade inferior.

4.1.3 — Fracionamento do Gel e Andlise

O gel é retirado do cilindro de vidro com auxflio de injecdo continua de dgua destilada usando
seringa pléstica e agulha longa e fina. Corta-se com bisturi o gel da amostra {primeiro segmento) e o gel
de separacdo é tracionado em segmentos de 0,7 cm com o “Electrophoresis Gel Slicer” (Figura 4). Ao
cortar o gel, devese ter o cuidado de seccionar no meio a banda do tracador. Assim, a banda da
albumina fica toeda em um segmento, ou parte em cada segmento, padronizando-se ent3o uma maneira
de cortar o gel, para que os resuitados possam ser comparados. Estas posicles slo assinaladas nos
grdficos e s3o parametros importantes para andlise dos resultados.

Para evitar problemas de contaminag¢do, os segmentos sio envolvidos em pedagos descartiveis de
papel alumfnio, e s30 analisados no contador gama por 10 minutos. A eleiroforese deve ser feita no
mesmo dia em que o gel é polimerizado.

Em alguns casos, o gel ndo é fracionado, sendo colocado em um tubo de ensaio
{15 cm x 1,5 cm), marcando-se com bisturi a posicdo do tragador. Adicionam-se 15 ml de TCA a 12,5%
{a partir da solugdo estoque dilufda 1:4) para a fixacdo e, ap6s 30 minutos, corase com 0,4 mi de
Coomassie brilliant blue a 2%. No dia seguinte, descora-se com 4cido acético 8 7%, trocando dues vezes
ao dia, durante trés dias.

Calcula-se a taxa de migracdo (Rm) para cada banda, dividindo-se a sua distdncia em milimetros,
8 partir da origem, pela distdncia de migragdo do tracador, marcada com o corte feito no gel antes da
fixagdo.

4.2 — Extraglo e PurificagSo do HCH
O método de ROOS e cols.'4?) usado para axtracdo e purificagdo do hormdnio de crescimento
humano a partir de hipdfises congeladas, foi escolhido por ser me.; simples, possibilitsr maior

rendimento e melhor purificaco e também devido so beixo nivel de antigenicidsde produzido por esse
extrato no tratamento do nanismo hipofldno‘”’

4.2.1 - Extragio

Duzentas e quarenta hipbfises humanas, coletadas por necropsia no Instituto M‘dico Legal de
So Paulo, forsm limpas e mantides congeladas totalizando 100 gramas.

O material ¢ descongelsdo, homogeneizado no “Virtis Homogenizer” por dois minutos com
Sgus destilads & 4°C, ne proporcio de 3 mi do sgus por grama de glindula. Agita-se continuamente por
duss horas {sgitador meclinico) e centrifuge-se & 16 000 g por 10 minutos.

Decants-se 0 tobnmdom'c (1A).

Faz:se nova extraclo do residuo usendo tamplo fosfato de sddio ~ 0,03M — pH 6,2 ne
proporcio de 5 ml por grams de glinduls, Agite-se e centrifugs-se nes mesmes condicBes. Junts-w o



14

CUBA PARA ELETROFORESE

Figunn 3



GISTEMA MA

cRO DO GEL

NUAL DE SEGMENTA

Figun 4

1%



16

sobrenadante obtido (2A} a0 anterior. Lava-se o residuo com 1/4 do volume anterior do mesmo tamplio;
agita-se e centrifuga-se, guardando o sobrenadante junto com os demais (3A). Repete-se a mesma
operacio usando a metade do volume anterior, agitando-se e centrifugar:do, resultando o sobrenadante
4A,

Todas as etapas s3o realizadas a 4°C.

O sobrenadante total \ & filtrado em 13 de vidro para remog3o de gorduras e adiciona-se NaOH
— 0,1 N até se obter pH 7,0. Mede-se o volume total obtido e adiciona-se lentamente, através de duas
bombas peristditicas LKB, com agitagdo contfnua, igual volume de solu¢do saturada de sulfato de
amdnio, preparada também a 4°C. Apds a adic3o do sulfato de amdnio continua-se a agitacdo por mais
uma hora, com a formag3o de um precipitado denso.

Centrifuga-se 2 10 000 rpm, por 10 minutos. Dissolve-se o precipitado em 200 mi de tampdo
fosfato de sbdio 0,03M — pH 6,2 e dialisa-se contra 4gua destiiada a 4°C, por 48 horas, num recipiente
de vidro de 38 litros com agitagio magnética contfnua, usando-se saco de didlise “Visking”. O material
resultante, que é entSo liotilizado, comém as protelnas hormonais e ndo hormonais extraldas das
gléndulas.

O hormdnio de crescimento existente no liofilizado foi extraldo com tampdo fosfato de
potdssio 0,iM — pH 6,6 contendo NaCl — 0,5M dilufdo 15. Foram feitas quatro extracBes,
respectivamente com 50, 30, 20 e 15 ml do referido tampdo, cada qual mantida duas horas em agitacio
e centrifugada a 10 000 rpm por 10 minutos, resultando os sobrenadantes 18, 2B, 3B e 4B.

O sobrenadante total B foi concentrado por ultrafilragdic em membranz “Diaflo PM-10"
(Amicon) até se obter um volume final de 36 ml.

A dosagem das proteinas dos sobrenadantes, realizads pelo método de LOWRY e cols.'“),
pode ser vista na Tabela ).

Tabela |

Dossgem de Prote(nas nos Sobrenadantes Obtidos Durante as Extragles de HCH

Sobrenadants Volume Proteina
(mi) (9
1A _ 31 10,538
2A 505 2,247
3A 120 0,302
4A 70 0,214
18 34 2,830
28 20 0,450
38 12 0377
48 17 0,538
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4.2.2 — Purificaglio por Cromatogratia Ascendente em Sephadex G-100

O concentrado obtido na etapa anterior, contendo 2,621 y de protefna é aplicado a uma coluna
de 5cm x 90 cm {Pharmacia), com paredes duplas que permitem refrigeracio pela circulagdo de &gua a
4°c. O gel de Sephadex G-100 foi previamente entumecido com tampio fosfato de potissio 0,1M —
pH 6,6, durante 24 horas. Foram feitas quatro trocas, com aspiragdo das particulas finas dos
sobrenadantes, usando-se um~ bomba de vicuo. O gel foi entdo mantido a 70°C, em banho-maria, sob
agitacio, em kitassato acoplado 3 bomba de vacuo para eliminar as bolhas, por duas horas. A seguir,
realizou-se e empacotamento da coluna. A eluigdo é feita com o mesmo tampdo num fluxo de
43 mi/hora e sdo colhidas tragtes de 15 mi'122) 0 elufdo pasz3 por um sisiema ultravioleta, LKB
“Uvicord’” 8 300 H acoplado ao coletor automdtico LKB, no comprimento de onda de 280 m:, para
detecgao dos compostos proteicos. As fragies colhidas sdo analisadas paralelamente no espectrofatometro
Zeiss, no mesmo comprimento de onda, Separam-se, essencialmente, quatro picos {Figura5).
As atividades radioimunologica e biologica do hormdnio de crescimento s3o encontradas
principaimente no Pico 3.

Para uso clinico taz-se um “pool” desse pico que, apds dislise & liofilizado em condicOes
estéreis. A fragdao central do Pico 3, liofilizada 3 parte e equivaiente a, aproximadamente, 50 mg de pd
ativo, deve corresponder 4 forma monomérica mais pura do HCH, podendo servir para mar.agdo com
isbtopos e como possfvel padrdo para radioimunoensaio.

4.3 — Marcac3o do HCH com 125)
4.3.1 — Técnica de lodagdo
A iodagdo foi efetuada em tubo de ensaio de fundo cdnico, de 70 mm x 10 mm, baseado no

método de GREENWOOD e cols.!'929). 05 reagentes foram adicionados na seguinte ordem e

quantidade, utilizando micropipetas descartaveis “Clay Adams”, sob agitacdo :noderada e contfnua, com
0 uso de microima:

— Tampio fosfato de sddio —05M ~-pH74. ... ............ 40 ul
— No '25) (aproximadamente 1 mCi) . ............... eo.. 123ul
— HCH (5g) . .ottt e ittt e e e, 5 ul
~ Cloramind T(5040) .. ...t vrinnrvnnnnaranns R [ 7]
— Metabissulfitode s6dio (2004g). . . . ...... «iivunennn. 20 ul
= KI(2000 fg) o oo v vin i i iin i e 200 ul

‘ A guantidade de iodo radioativo variou de acordo com a atividade especffica de cads partida. O
intervalo entre a adicdo dos reagentes foi de poucos segundos, tempo suficients para as pipetagens. A
mistura foi agitada no “Vortex” e imediatamente aplicads a uma coluna de Sephadex G-75, com uso de
pipeta “Oxford” para a purificacgfo. O tubo de marcaclo foi lavado com s soluglo de szul dextran,
Antes, porém, foram retirados com micropipeta “Clay Adams” (micropipeta 1) 10ul ds misturs ¢
adicionados a 990 ul de tampfo veronal 0,025M — pH 8,6 — 1% SAB (solucio 1). A soluglo 1 foi
agitads no “Vortex”, sendo retirados 10 ul com uma micropipeta de vidro (micropipeta 2) e adicionados
4 200 ul do tamp8o veronal 0,025M — pH 8,6 ~ 1% SAB {soluclo 2).

4.3.2 ~ Purificaclio por Cromstografia Descendents em Sephadex G-76

' Baseando-se no trabatho de CERASI e cols.m, 8 purificacSo foi efetusda em coluna de vidro
com dimensBes de 48 cmx 2cm, feita nas oficines do 1.E.A. A fim de melhorar a eficidncis ds
separaclo, sumentou-se 13 cm no comprimento du coluna desct: 0 no trabalho citado (35 cm).



CROMATOGRAMA DA FILTRACAO EM GEL DE SEPHADEX G-100 DO
EXTRATO DE HIPOFISES HUMANAS

Absorbdncig

a 280nNmM

3,0 4

(V\JV\A
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Figura — A Fragdo Central do Pico 3 Referente 4 Forma Monomérica do HCH Contém s Malor
Atividade Biolégica do Produto.
Tampdo Fosfato de Potsssio 0,1M ~ pH 6,86 — NaCi 0,5M
fluxo: 43 mi/hora
fragSes: 15 ml
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O gel de Sephadex G-75 foi equilibrado com tampio veronsi 0,025M — pH 8,8 — 1% SAB, ds
mesma maneira descrita no item 4.2.2. A eluicdo foi feita com o mesmo tamplio, num fluxo de
12 mi/hora, mantido por bomba peristiitica LKB e foram colhidas fragBes de 2,0 ml, usando coletor
automdtico refrigerado LKB. De cada fragio foram retirados 25 ul com micropipets de vidro, pers
andlise no contador gama, observando-se a posicio do azul dextran nos eluatos.

4.3.3 — Céiculos
4.3.2.1 — Recuperacio

Calcula-se a atividade aplicada na coluna (A) usando-se a seguinte férmuls:

A= {[IS+M,) x 100+M,] x w-ho }-(R+P)
Onde:
S representa as cpm da solugdo 2,
M‘ as cpm da micropipeta 1,
M2 as cpm da micropipeta 2,
V o volume da marcagdo,
R as cpm do recipiente da marca¢3o com o microim§ e
P as cpm da ponteira Oxford,
A atividade total recuperada ({T) & obtida pela férmula:
.
T= £ s80v,
=1
Onde:

Y representa o valor das cpm em 25 ul de cads fracSo, descontando-se o BG,
80 & o fator de diluicdo (25 ul em 2 000 ul) e

n & o nGmero de fracBes.

A porcentagem de recuperac3o (R) 4 oada por:

T
R = — x 100
A

.
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43.3.2 — Rendimento da Mercacio de Prowsfne

Sio obtidos trds picos principais bem distintos na segu.nte ordem: hormdnio denificado,
hormdnio Integro e iodo livre. Calculs-se a porcentsgem de cads um, em relacio a0 total recupersdo. O
rendimento da marcagio de proteina é dado por:

!

Pt + PU
— x 100

Pl ¢ a soma das cpm das fragBes do pico de hormdnio danificado, descontando-se o BG,

Pli ¢ a soma das cpm das fragdes de hormdnio (ntegro, descontando-se o BG.

4.3.3.3 — Porcentagem de Hormdniv Danificado

€ dada por:

P
— x 1
Pl + Pil

Os célculos nos dois Oltimos itens s3o feitos da meneira clissica, considerando o PI como
derivado somente do hormdnio danificado.

4.3.4 — Teste de Imunorrestividede do HCH® e Seleglio des CondigBes Otimes pers o Enmio

Apbs cada iodag3o ¢ necessério testar a imunorrestividede do produto obtido. O HCH® ¢
incubedo sem anticorpo {controle 1) com excesso de anticorpo {controls 2) ¢ com diluigBes crescentes
do mesmo, pers que s¢ possa determinar qusl » dilviclo do snticorpo que conesponde » ume relaclio de
hormdnio ligedo {B) pera o hormdnio livre (F), em torno de 1.

4.34.1 - Protocolo do Ensslo

Ns Tebels i estd esquemetizado o procedimento pars 8 determineclio ds diluiclo Otime do
snticorpo.

O tubo de nOmero um (controle 1), contém spenas 0 HCH" O tubo de nGmero dois {controle
2) contém excesso de anticorpo. Os demeis tubos contdm snticorpo em diferentes diluicBes.

As diluicles do anticorpo foram feitss usendo tamplio diluente (veronel 0,028M — pH 88 —
025% SAB -~ 1% sor0 de cobeis). O MHCH® ¢ diluido no mesmo tamplo, pers obtenco de
sproximademente 2 x 10° cpm contides em 100 ul. A incubecio 6 mentida # 4°C, por um perfodo de 3
o B dies, em um volume totsl de 1000 ul. Soments 200l de incubeclo slo ussdos em cade
determinaclio ne EGPA, o que pomibilits cinco testes eletroforéticos, @ diferentes tempos de incubeclio.



Protocolo do Enssio para Determinaclo da Diluiclo Otima do Anticorpo

Tabela )

Tubos Diluico do AC AC nas Diluig3es Tampéo Diluente HCH* (2)) Dilufdo 1:100
Ind!cadas =2x10* cpm

n° ()] (ul)

1 _— _— 900 100
2 110° 800 100 100
3 15x10% aoo 100 100
4 1:10* 800 100 100
5 15x10* 800 100 100
6 110’ 800 100 100

Volume total de incubaclio: 1 000 ul por tubo

¥4
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4.3.4.2 — Separagio das Fragdes Livre (F) e Ligada (B)

€ feita usando a eletroforese em yel de poliacrilamida como descrito anteriormente. Nessas
condigBes de separagdo, o complexo HCH®AC permenece quase todo no gel da smostra, enquanto o
HCH® livre migra na frente, um pouco antes do tragador.

" hormdnio marcado pode, as vezes, apresentar picos indesejdveis referentes a0 materisl
danificado, que foram denominrados D1, D2 e D3 (Figuras6 e 7). O D1 interfere com o complexo
HCH®AC e por isso sua contribuicdo precisa ser descontada nos cdiculos. O D2 nem sempre esté
presente e pode ser detectado por sua caracterfstica de no possuir imunorreatividade, coincidindo com a8
posicio do HCH " livre e da SAB. O D3, que sa’ acima do tragador, pode ser efiminado graficaments ¢
ndo interfere no valor das frages livre e ligada, quando se usa gel de 11 cm de comprimento (Figurs 8).
Iniciaimente, usando gel de 8 cm, o D3 ndo s separava completamente (Figura 9).

4.3.4.3 - Célculos

Os eletroforetogramas sdo realizados com as cpm dos segmentos. Somam-se estes valores
descontando-se a radiacdo de fundo, obtendo-se, assim, a radioatividade total (T).

Calcula-se o D‘li, através da ftormula:

onde o fndice c indica o valor correspondente a0 gel controle 1 (na ausincia de AC).

Separam-se 0s picos e somam-se as contagens de cada um, obtendo-se:
B, — entigeno ligado incluindo D1

F, — antfgeno livre

O valor real da frago ligada (B,) para cads gel ¢ dado por:

Com estes valores, tem-se uma curva cujo aspecto gersl pode ser visto na Figurs 10.



POSICAO DOS VARIOS COMPONENTES NO GEL DE POLIACRILAMIDA
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eel de separacao
N
&Ilnl' livre é[ Posli)gio do
HI Posigio do
" l’bs}séo do
N | ZIR

Figura 6 — A — Gel Antes da Eletroforese
8 ~ Gel Apds a Elstroforese da Amostra com Anticorpo
C - Gel Apds s Eletroforese da Amostra sem Anticorpo Mostrando os Possiveis Denificados

(01,02 ¢ DI
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REPRES=NTACAO GRAFICA DOS VARIOS COMPONENTES OBTIDOS NO
GEL DE POLIACRILAMIDA

2
cpm X 10
10 4
N
s 8
o v LA L 4 LJ ¥ L] L : L v L v
2 SAB segmento
10 4 cpmX10
5 -
F
0 T 14 T v T 7 ¥ - LR L]
sggmento
cpm XI10 SAB g

o fYVVHWr'TTTI
SAB segmento

Figura 7 — Eletroforetograma Mostrando ss PosicBes Correspondentes a0 HCH® Livre (F), s0 MCH®
Ligedo #0 Anticorpo (B) e so D1, D2, D3 ¢ '25



ELETROFORETOGRAMAS DO '251.LHCH(NIH) INCUBADO A DILUICOES
CRESCENTES DE ANTICORPO EM GEL DE 1tcm
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Figura 8 - A Separaclo das FragBes Livre (F) e Ligada (B) foi Feits em EGPA
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ELETROFORETOGRAMAS DO '251-HCH(NIH) INCUBADO A DILUIGOES
CRESCENTES DE ANTICORPO EM GEL DE 8cm.
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Figura ® — A Separacio des Fragbes Livre e Ligada foi feite em EGPA



%B DETERMINACAO DA DILUICAO OTIMA DO ANTICORPO PARA O 'Z51-HCH(NIH)

.r---- cwmwm-

108 . 108 1o’
17 diluicao do AC

Figurs 10 — A Sepsraciio das Fracdes Liwe (F) o Ligada (B) foi Feita em EGPA (Figura B). A Partir Dests Curva Fixou-se como Sendo 1: 1,66 x 10° a
Diluigko Otima do Anticorpo para esta Hormdnio Marcado ! porcentagem de ligagio de 50%)
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4.4 — Técnica de Radioimunoensaio

A 1t .nica foi baseada no trabalho de BARTOLINI e cols.'3), modificando-se o comprimento do
gel de 8 cm para 11 cm.

4.4.1 — Curva Padrio

A curva padrio é obtida usando o HCHIWHO), padr3o de referéncia para radioimunoensaio,
numa faixa que varia de 0 a 20 ng/mi (Figura 11). Foi feito um estudo comparativo usando-se o padrlo
de HCH{KABI).
4.4.2 — Protocolo do Radioimunoensaio

O protocolo do radioimunoensaio pode ser visto na Tabela 111, O tubo de nGmero um (controle
1) contém apenas 0 HCH® O tubo de namero dois {controle 2) contém excesso de anticorpo. O tubo de
nomero trés {controle 3) contém excesso de HCH padrdo. Os demais tubos contém HCH padrSo nes
concentrag3es de zero a 20 ng/ml.

A separacdo das fragDes livre e ligada ¢ feita conforme descrito no item 4.3.4.2,

4.4.3 - Cliculos

Analisando-se a ligagdo inespec(fica e a presenca ou nfo do D2 e D3, pode-se decidir ss o enssio
é vélido ou ndo. Os cilculos sdo feitos como descrito no ftem 4.3.4.3,, preferindo-se, entretanto, usar »
relacdo B/F ao invés da porcentagem de ligagdo (% B).

6 — Aparsihos

Coletor automatico refrigerado LKB

Bomba peristéitica L KB

LKB Uvicord 8 300 11 {LKB Producter AB — Bromma — Sweden)

Espectrofotdmetro automitico de cintilografia — Tipo pogo, com cristal de Nal (TI)
{Nuclear Chicago Corporation).

Balanca analftica Mettler H207 (Zirich ~ Swiss)

Virtis homogenizer 45"

Liofilizador Virtis — modein NO.10-146 MR-BA — série 1538
- Agitador magnético Amico

~ Sistema de uitrafiltragdo Amicon, com membrana Disflo PM-10
— Centrifuga Sorvall {autometic superspeed RC-2.8)

— Espectrofotdmetro Zeiss PM-{i (Carl Zeiss — U.V.)



CURVA PADRAO DO RADIOIMUNOEN"AIO DE HCH

B/F
0.9 |

0,8 4
0,7 |

0.6

o 28 80 10 20 ng/mi
0 e' 10 20 40 vIU/mi

Figura 11 — Padrdo de HCH da WHO (IRP 66/217). A Separacio das Fracdes Livre e Ligada foi Feita
em EGPA



Tabela )

Protocolo de Radioimunoensaio

Tubos Tampdo Dilusnte AC na Diluigho Otima HCH 126).14CH Dilurdo 1: 100
2 x 10* cpm

" () {0 (100 ul) (ul)

1 900 _— — 100

2 100 800°* _— 100
10 000,0 ng/mi

3 100 800 20000 wUI/mi 100

4 _— 800 0 ng/ml 100
2,5 ng/ml

s - 800 § uUl/mi 100

] _— 800 5.0 ng/mi 100

10 uUi/mi

10,0 ng/mi

? _— 800 20 wUl/mt 100
20,0 ng/mi

8 —_— 800 © uUl/mi 100

* Diluédo 1:10" (axcesso de snticorpo)
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- Agitador mecanico com hélice rotativa

-~ Agitador Vortex

- Lampada fluorescente para polimerizagdo, com 15 We 110 V
— Gel electrophoresis cell — modelo 150A (Bio-Rad Laboratories)
— Electroptioresis gel slicer — modelo 190 {Bio-Rad Laboratories)

— Bomba de vicuo

It — RESULTADOS

1— Hormdnio de Crescimento Humano do Nitional Institute of Health marcado com '2%1 —
V25| HCHINIH)

1.1 — Purificagdo em Gel de Sephadex G-75

A Figura 12 mostra o cromatograma da filtragdo em gel de Sephadex G-75 do 125 HCHINIH)
apds a iodagdo, na qual separam-se quatro picos.

O Pil corresponde ao hormdnio marcado puro, o que pode ser comprovado por sua total
ligagdo com excesso de anticorpo (diluigdo 1:10%) como pode ser visto na Figura 13.

O PIV, submetido 3 eletrnforese em gel de poliacrilamida, mostra um pico na mesma posi¢io do
Na 125 quando submetido & mesma anélise eletroforética (Figura 14).

O Pl, denominado pela maioria dos autores pico de hormdnio danificado, foi estudado mais
detalhadamente, a fim de se estabelecer a sua real natureza,

O PII1, algumas vezes ausente, também n3o tem sua natureza bem determinada.

Logo apés a purificacdo, os picos de interesse foram estocados.

1.2 - Estudo Eletroforético dos Picos Obtidos na Purificagio

Uma amostra de fracio central de cada pico, visto na Figura 12, foi submetida § EGPA
imediatamente apds a purificagdo e dois, trés e seis meses depois. A EGPA das amostras logo ap6s e
purificac3o foi feita em gel de 8 cm, mas as subsequentes foram desenvolvidas em gel maior, de 11 cm.

A Figura 15 referente ao PI, mostra grande quantidade de radioatividade presente ns posiclo da
SAB, degradado 2 (D2) e pequena quantidade de degradado 1 e 3 {D1 e D3) imediatamente apds s
purificaclo. No decorrer do tempo houve aumento do pico do iodo.

O eletroforetograma do PII, "25).HCH(NIH) submetido & eletroforess logo apés 8 purificacho,
mostrs um pico Gnico coincidente com a posicBo da SAB (Figura 16). Os eletroforetogramas seguintes,
reslizados respectivamente dois, trés a seis meses apds a purificaclo mostram o processo gradus! de
desiodacBo e formaclo de D1,

Devese notar que, nessas eletroforeses, realizadas nos diferentes tempos apds e purificacio, #
posiclo ocupada pelo D2, oriundo do P! (Figura 15), coincide com a do hormdnio puro, proveniente do



CROMATOGRAMA DA FILTRACAO EM GEL DE SEPHADEX G-76 DO
8  '?51LHCHINIH) LOGO APOS A I0DAGAO
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Figura 12 — Templo Veronsl 0,026M — pH 8,6 —~ 1% SAB
fluxo: 12 mi/hors
frecles: 2 mi
fragSes: 6 mi (s partir de 80 ml)
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ELETROFORETOGRAMAS DOS PICOS | E Il OBTIDOS NA FILTRAGAO EM GEL DE SEPHADEX
G-75 DO '251.HCH(NIH). DETERMINAGAO DA IMUNORREATIVIDADE

A B
PICO 11

3
cpm X 10

HCH w
F
SAB SAB
o T 7 ) v 1'1 T Ty A‘T"“
= segmento

PICO 1

6 {cPm )(IO3
4 o

D2 F
2 4

B8

SAB SAB

o A A v LA v v *_%v v v v v v
segmento

Figura 13 — A - Eletroforeses Controle Realizadss com as Amostras do P1 ¢ PIl sem Anticorpo.
8 — Eletroforeses des Amostres do Pl e PIl Incubsdes com Anticorpo Dilufdo 1:10°



ELETROFORETOGRAMAS COMPARATIVOS ENTRE O Na '2%) E O PICO IV OBTIDO NA

4

PURIFICAGAO DO '251.HCH(NIH) EM GEL DE SEPHADEX G-75
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Figure 14



ELETROFORETOGRAMAS DO PICO | OBTIDO NA FILTRACAO EM GEL DE
SEPHADEX G-75 DO '25).HCH(NIH)
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Figura 15 — Eletroforesas do Pl Realizadss em Diferentes Tempos:
A - logo apbs a purificaclo
8 — 2 meses apbs » purificacio
C — 3 meses apds a purificaclio
D — 6 meses apés a purificaclo



ELETROFORETOGRAMAS DO PICO Il OBTIDO NA FILTRACAO EM GEL DE
SEPHADEX G-75 DO '2%).HCHINIH)
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Figura 16 - Eletroforeses do Pl Reslizadas em Diferentes Tempos.
A — {ogo apbs s purificaclo

B — 2 meses apds o purificaclo

C — 3 maeses apds s purificacio

D — 6 meses apds s purificeclo
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Pi} (Figura 16). Por esse motivo uma pequena alfquota dos picos | e il foi incubada com o anticorpo,
nas condigbes previamente descritas e entio submetida a8 EGPA. Nota-se que, embora ambos migrem até
a mesma posi¢do no gel, posicdo da SAB, houve muito pouca ligagdo da amostra do Pl {D2) com o
anticorpo (Figura 13).

A Figura 17 mostra os eletroforetogramas do PIIf.

A medida que se efetuaram 0s ensaios no segundo, terceiro e sexto més apbs a purificaydo,
observou-se um pico de radioatividade (D3) localizado apds o tragador (indicado por setas}, um aumento
do pico do iodo e o aparecimento de um pegueno pico na posicao da SAB (D2).

A Figura 18 referente ao PIV identificado como 25| nos eletroforetogramas da Figura 14,
mostra os picos de 125 situados dois ou trés segmentos apds o tragador e o aparecimento de um
pequeno D3 no sexto més,

1.3 — Repurifica¢do

Como pode ser visto na Figura 16, o hormonio marcado {Pll), tempos ap6s ser purificado,
sofreu processos que resuttaram no aparecimento do D1 e iodo livre.

Uma repurificacio em gel de Sephadex G-75, do PIl mantido um més a - 20°C est representada
graficamente na Figura 19. Nota-se a separagdo Jos gquatro picos, cujas posicdes aproximadamente, sio
coincidentes com as da primeira punficacio (Figura 12},

As Figuras 20 e 21 mostram, respectivamente, a purificacdo do mesmo hormdnio submetido a
uma marcagio, e a repurificagio do Pll apbs 20 dias de estocagem a 4°C.

Pode-se notar na Figura 21 que ap6s a estocagem a 4°C houve a parecimento dos quatro picos
caracter{sticos. estando o RPII bastante aumentado quando comparado ao RPIII da Figura 19, relativa 3
estocagem a -20°C.

A Figura 22 mostra a comparagio das anjlises eletroforéticas em gel de poliacrilamida de Pl
{Figura 12) e RPII (Figura 19). Para testar a imunorreatividade do RPIl, procedeu-se 3 incubagdo com
diluigdes crescentes de anticorpo, logo apds sua repurificacdo e um més apdés a mesma, o que
correspondeu respectivamente a um e dois meses apds a marcagdo. A Figura 23 compara estas curvas de
diluigdo Otima, com a obtida apés a purificacdo (PIl), mostrando que, o produto repurificado, mesmo
quando estocado durante um més, apresenta boas condi¢des de ligagdo.

Entretanto, a estabilidade e imunorreatividade referidas anteriormente podem variar de um
produto marcado para outro.

1.4 — Estudo Sobre a Imunorrestividade do 1251.HCH(NIH) ¢ do HCH(WHO) nilo Marcado

Qustro amostras de uma mesma partida de HCH(NIH) marcado em datas diferentes
apresentaram um padrSo normal ¢ eluigio na purificacfo em gel de Sephadex. Porém a eletroforese das
fracBes correspondente a0 hormdnio marcado puro (Pll), revelou picos cujas posicBes nfo coincidiam
com » de SAB e essas preparacdes marcadas nfo apresentavam imunorreatividade, quando incubadass com
excesso de anticorpo, Este fato pode ser visto na Figura 24, Cumpre salientar que esse pertids de
hormdnio liofilizado vinha sendo usada hé seis meses, proporcionando 6timos resultados.

A Figura 256 mostrs um estudo feito com o hormbnio ds WHO, padr 8o de referlncia pers RIE,
estocado em solughc 8 -20°C, revelando a perda gradativa de imunorrestividade em funco do tempo de
sstocagem, ap0s ter sido dissolvido, Nota-se também que apds roucos dias de estocagem em soluco, &



ELETROFORETOGRAMAS DO PICO il OBTIDO NA FILTRACAO EM GEL DE
SEPHADEX G-75 DO '251.HCH(NIH)
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Figura 17 — Eletroforeses do Pico |1l Realizadas em Diferentes Vernpos:
A — logo apds a purificacio
B8 — 2 meses apbs a purificacho
C — 3 meses apds 8 purificaclo
D — 6 meses apds 8 purificacio



2

ELETROFORETOGRAMAS DO PICO iV OBTIDO NA FILTRAGAO EM GEL DE
SEPHADEX G-75 DO '25).HCHINIH)
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Figura 18 ~ Eletroforeses do Pico |V Real
A ~ logo spbs s purificaco

izadas em Diferentes Tempos:

B — 2 meses apds 8 purificacho
C ~ 3 meses apbs s purificaclo
D ~ 6 meses apds s purificacho



CROMATOGRAMA DA REFILTRAGAO EM GEL DE SEPHADEX G-76 DO PICO Il DE
125 4CH(NIH) ESTOCADO DURANTE 30 DIAS A ~20°C
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Figura 19 — Ests Refiltracfo Referese #o Pll da Figura 12
Templo veronsl 0,026M — pH 8,6 —- 1% SAB
fluxo: 12 mi/hora
frocBes: 2 mi
frogBes: 6 ml {a partir de 80 ml)



CROMATOGRAMA DA FILTRACAO EM GEL DE SEPHADEX G-75 DO '2%1.HCHINIH)

LOGO APOS A IODACAO
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Figurs 20 — Tampo Veronal 0,026M — pH 8,6 — 1% SAB
fiuxo: 12 mi/hora
fragBes: 2 mi
fragSes: 6 mi (a pertir de 80 mi)
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CROMATOGRAMA DA REFILTRAGAO EM GEL DE SEPHADEX G-75 DO PICO Il
DE '25..HCH(NIH) ESTOCADO DURANTE 20 DIAS A 4°C
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Figura 21 — Esta FiltracBo Refere-se ao Pil da Figura 20
Tampdo veronel 0,026M — pH 8,6 - 1% SAD
fluxo: 12 mi/hora
fragBes: 2 ml
fracBes: 6 ml (e partir de 80 mi)
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ELETROFORETOGRAMAS DO '251.-HCH(NIM) PURO OBTIDO NA PURIFICAGAO (PIl) E
REPURIFICAGAO (RPIl) EM GEL DE SEPHADEX G-75

PII RPII
2 3
1z { cpm X0 e {comxi0
° - 4 -
HCH HCH
‘ - z -
o v v v roy s:‘esv’r v o‘ 1 4 v v 84 —fs:."' n g
segmento segmenio
r

Figura22 — O Pil se Refers & Figura12 ¢ > RPI) 3 Figura 19



DETERMINACAO DA DILUICAO OTIMA DO ANTICORPO PARA O '28L.HCH(NIH)

% de B

100 -

.o 12 v 'o T v Y v vy v v|‘°7
I/ diluigao do AC

Figura 23 — A Separeclio das FracBes Livre ¢ Ligada fol Feita em EGPA
. x —— x logo spbs » purificaco (P1l)
) ® —— @ logo apbs a repurificecho (RPII)
O —— 0 1 més apds 8 repurificacio (RPH)
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ELETROFORETOGRAMAS DOS PICOS Il OBTIDOS APOS A PURIFICAGCAO EM GEL DE
SEPHADEX G-75 CORRESPONDENTES AO '251.HCH(NIH) OBTIDOS EM QUATRO MARCAGOES.
DETERMINAGAO DA IMU.!"RREATIVIDADE.

tnleO! A 8
'y
4
o L= = ..,..ﬁ—f.’
SAB uqmonto
cmelO2
10 4
8 4
° ¥ LB v L ¥ Ld L] L] : ' ¥ L] v L L ¥ L L L
2 ul ucnomo
.o+cpnllo
5'M/\v \/\A’\
° T T L ﬁY 'u:“ 7 LA v v v 1) v ) L] r'r “m'""
10 J cpnlb
s‘\/\\/\ \/\,/\«
o :er P——— oo reeN—
SAD ﬂi "sogmento

Figura 24 — A - Eletroforeses Controle Reslizedas com Amostras de Pll sem Anticorpo .
B8 — Eietroforeses dass Amostras de PIl Incubsdes com Anticorpo. Dilufdo —1: 10



£STUDO SOBRE O COMPORTAMENTO RADIOIMUNOLOGICO DU HCH{WHO) EM FUNGCAO

DO TEMPO DE ESTOCAGEM EM SOLUCAO A -20°C

8/F 8 /F -
13 | A o] 8
= HCH WHO \
10 1 +HCH xAm AN
0,4 \\_‘
\\ \\.
R,
Y — v c L v r v
] 10 20 K. O 10 20 ng/mi
e o8\ °
\\
1,0 N,
041 HCH (WHD)
R - © 0 vezes mais
ado.
12 36 60 'zoconcentr'u o
0 v O bedozzeetoaacs
5 10 20 12 8 244g/m
E F
0.8 .\___‘\h 0'8 J
"\ nHCH WHO
¢ * HCH KABI
0,41 0,47
0 v - 1 0 v v v
5 10 20 8 10 20 ng /mi
(] H |
0,6
3 0,51
o
S
4 1.0 4
03 h e— ' T * HCN Who
+ H CH KAB|
o ,0 v 0 - v
a0 20 5 in 5 1o 20 ng/m!’
Fiqurazh - A Primvia Ampola de HCH{WHO) Liofitizado foi Dissolvida logo Apds seu Recebimento

e & Segunda Quatro meses depois.

A — 1a. ampola dissolvida hd 30 dias
B — 1a. ampola dissoivida hd 60 dias
C — 1a. ampols dissolvida hd 90 dias

D - 1a
E-1Ta
F -2,
G -2
H - 2a.
| — 2a.

ampola dissolvids hé 105 dias
ampola dissolvida hé 120 dias
ampola dissolvida hé 5 dias
ampola dissolvida hé 30 dias
ampola dissolvide hé 120 dies
ampola dissolvida hs 240 dias
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curva desenvolvida com esse hormonio se sobrepde 3 curva reslizada com o HCH(KABI), o que nlo
ocorre quando a solugio de HCH(WHO) & estocada durante 240 dias (Figura25A, F e 1),

0O HCH(WHO) ap6s permanecer 105 dias em solugdo tem sua imunorreatividade diminulda,
apresentando uma curva satisfatoria somente quando usado em concentracdes aproximadamente seis
vezes maior, o que é inadequado para uso em RIE (Figura 25 D).

Entretanto, o HCHIKABI) utilizado manteve-se estivel em solucdo do infcio ao final Jo
experimento,

2 - Hormdnio de Crescimento Humano do Instituto de Energis Atdmica Marcado com 125y _
125{ HCH(IEA)
2.1 — Purificagio em Gel de Sephadex G-76

J& ticou assinalado que o HCH{NIH) tem meia vida imunolbgica relativamente curta quando
estocado liofilizado e yue o HCH({WHO) quando dissolvido e mantido a -20°C, mostra reducdo da sua
imuncrreativicade mesmo quando ndo indado.

Como o HCH_(IEA) vem sendo extrafdo e purificado pericdiicamente para fins terapéuticos,
tentou-se usar a frac3o central do pico do hormdnio (Figura 5) para marcacdes com V25) ¢ eventual
producdo de conjuntos diagnésticos para radioimunoensaio. As marcagdes obtidas foram satisfatérias e o
padrdo geral de eluicdo em ge! de Sephadex G-75 pode ser visto na Figura 26. Foram obtidos trds picos,

endo a separacdo entre os picos | e |1 um pouco menos eficiente que no caso do ‘ZSI-HCH(NIH).

N3o foi evidenciada a presenca do pico JIl.

2.2 - Eletroforese dos Picos Obtidos na Purificaglo

Uma amostra da fragdo central de cada pico referente 3 Figura 26 foi submetida 3 EGPA logo
apbs a purificacdo.

Os eletroforetogramas destes picos podem ser vistos na Figura 27,

O P! apresentou-se semethante ao obtido apds a purificagfo do ‘”I-HCH(NUH), exibindo os
danificados D1, D2 e D3,

O Pl sofreu migracdo um pouco mais répida que o '”LHCH(NIH), nlo coincidindo com a
posiclo da SAB e, aproximando-se mais do tracador.

O PIV, correspondente 80 icdo livre, mostrou o padr3o eletroforético habitual.

2.3 - imunorrestivideds do 128).HCH{IEA)

A curva de diluiclo 6tima do anticorpo esté representads graficamente na Figura 28, revelando
imunorrestividede similar 3 obtida com o '2B1.HCH(NIH) (Figura 10).

2.4 ~ Comparsclo entre 0 1281.HCH(IEA) ¢ o "281.HCHINIM)

' Na Figus 20 compars-se os eletroforetogramas dos picos 1) do '25).MCH(NIM) e do
"YU HCH(IEA). Ambos os hormdnios forem submetidos a EGPA antes de iodsclo, sendo



CROMATOGRAMA DA FILTRAGAO EM GEL DE SEPHADEX G-75 DO *'251.HCH(IEA)
LOGO APOS A IODACAO

cpm
[ ¢ OG'T
. ]
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10 4
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I
PII
. Pt
5 %10 - 1
PIV
AD
)4
o ¥ A v
30 80 70 90 1o 150 ml

Figra 26 - Tasmpéo Veronal 0,025M — pH 8,6 — 1% SAB
fluxo: 12 mi/hora
fraghes: 2 mi



ELETROFORETOGRAMAS DOS PICOS OBTIDOS NA FILTRAGAO EM GEL DE
SEPHADEX G-75 DO '251.HCHIIEA)

3
cpmX 10
0 Pl
4
02
- 03
]}
° SAB 'segmehto
'=lHl|XI03
MH PIL
0 1
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0 -vv-v—v—r—v—:—vlv—r—v—v—v—
SAB' ‘gegmento
mXIO3
15 4°°
PIV
10 4
‘ -
1297
o {

Figura 27 — Estes Eletroforstogramas Referemse sos Picos da Figurs 26
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DITFRMINACAO DA DILUICAO OTIMA DO ANTICORPO PARA O '251.HCH(IEA)

s

% 8

10 G

50

L4 L 1 T L r"fé A Al v LA T LA AL

0

| /diluigdo do AC

Figura 28 — A Separaco das Fraches Liwe e Ligada foi Feita em EGFA
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ELETROFORETOGRAMAS DOS PICOS Il OBTIDOS POR FILTRAGCAQ EM GEL DE SEPHADEX
G-75 DO 'Z51.HCH(NIH) E DO '2%1.HCH(IEA) E SUAS RESPECTIVAS POSICOES QUANDO

NAO I0DADOS
X 10"
o 4 M HCH-NIH
s
B T el B B e = b
8AB segmento posigdo ﬂlulqio’
G0 HCH  do WCH
° T cpm X IO3 HCH - IEA ]

(] L I T
mi.gmenfo

vvvvvv

posigdeo  pesigde

D 9An do HCH  do HCH

Figurs 290 -~ Notsse um Aumento da Mobilidade nes PrepsracBes Marcadas em Relaclo is PreperacSes
- Frias
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subsequentemente corados. Na Figura 30 observa-se que o HCH(NIH) apresentou uma banda principal e
0 HCH(IEA) duas. A partir dos valores das taxas de migragdo (Rm) referentes ds duas preparacdes friss,
calcularam-se as suas posicGes no gel, representados na Figura 29, contendo os respectivos produtaos
iodados, possibilitando uma comparagdo entre estes valores.

3 — Estudo dos Fatores que Interferem na Estabilidade do '251.HCHIIEA)
3.1 — Danificagdo de Marcagio
3.1.1 - EGPA do Produto Marcado Antes da Purificago

Logo apés a reacdo de iodacdo foram retitados 10 ul para controle da radioatividade real
presente na rea¢do e colocados em 990 ul de tampdo veronal 0,025M —~ pH 8,6 1% SAB (solugiio 1)
conforme j& descrito. Este procedimento foi repetido usando-se o mesmo tampdo sem SAB. A Figura 31
mostra os eletroforetogramas da solugdo 1 com e sem SAB. Pode-se notar que na auséncia de albumina
h4 formagdo de D1 e uma pequena quantidade de hormdnio estd presente. Na presenca de albumina
nota-se o pico do hormdnio em sua posicio normal e quantidade insignificante de D1. Em ambos os
casos o pico do iodo livre est4 presente,

3.1.2 - Purificagdo em Gel de Sephadex G-75 ns Auséncia de SAB

Fez-se uma reagcdo de iodagdo nas condi¢des habituais sendo a purificacdo realizada no mesmo
tampSo sem adicionar a SAB.

O cromatograma pode ser visto na Figura 32. Separaram-se dois picos: o primeiro )
coincidente com o volume va~io da coluna determinado pelo azul dextran {peso molecular 2 000 000), e
o segundo {PIV), na posicdo do iodo livre. Na auséncia de azul de dextran manteve-se o mesmo perfil
cromatogréfico,

Os eletroforetogramas desses picos e da solugio 1 (antes da purificacSo e sem SAB) slo
mostrados na Figura 33,

O Pl apresentou-se bastante diferente do Pi obtido em ums purificaclio normal com SAB,
mostrando um pico alto de D1.

31.3 — MarcagBes Falsas

Foram feitas duas marcacdes falsas simultdneas sendo adicionados todos 0s reagentes, com
excecfo do HCH,

Os eletroforetogramas das solucdes 1 (produto antes da “purificacBo’” com e sem SAB) podem
sr vistos na Figura 34 onde a 4rea hachurads indica redioatividade carregeda pels SAB. O iodo livre
spresentou-se em ambos os casos ne posicio normal,

A “purifica ¢Bo” da marcaclo falsa em gel de Sephadex G-75 na presencs de SAB revelou dois
picos (Figura 36). O pico | nSo coincide com o volume vazio e esté na posiclo de albumins determinede
com azul de bromofenol, O PIV esté na posiclo do iodo livre.

A Figura 36 mostra s “purificac§o” da marcaclo false na susbncis de SAB, revelando spenes o
pico do iodo livrs.

A Figura 37 mostre » pessagem no Ne 128 puro stravés da coluns ns presenca da proteins
carregadora (SAB), mostrendo o mesmo padrlo de elviclo,
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GEL DE POLIACRILAMIDA MOSTRANDO AS BANDAS DO HCH(NIH} E DO HCH{IEA)

Figurs 30 — O Gel foi Corado com Comassie Brilliant Blue e Descorado com Acldo Acético 8 7%



54

ELETROFORETOGRAMAS DA MISTURA DE MARCACAO DO 125) HCH(IEA) NA PRESENGA
OU NAO DE SAB

cpm

LSX 10

10 4

% X110 4

Figura 31 -~ ——— com SAB; -—-——mm €AB



CROMATOGRAMA DA FILTRAGAO EM GEL DE SEPHADEX G-76 DO
128) YCH(IEA) NA AUSENCIA DE SAB

cpm

8
1B XI10 4

10 -

8X l05~ PIV

PI

20 fap 80 60 "o 140 mi

Figura 32 — Tamplo Veronsl 0,026M pH 8,8
fluxo: 12 mi/hore
fracBes: 2 ml



ELETROFORETOGRAMAS DO 125 4CcH-IEA PURIFICADO NA AUSENCIA DE SAB

3
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Fiqura 33 — Os Picos | eV Referemse 3 Figura 32
A — Antes da purificaclo (soluglo 1 sem SAB)
8 - Pico |
C — Pico IV



57

ELETROFORETOGRAMAS DA MARCACAO FALSA ANTES DA “PURIFICACAD”
NA PRESENCA OU NAO DE SAB

% TOTAL {cpm)

30 A

SOJ

20 A

segmentfo

Figurs 34 — ——— com SAB; ————sem SAB



CROMATOGRAMA DA FILTRACAO EM GEL DE SEPHADEX G-76 DA MARCAGAO
FALSA NA PRESENCA DE SAR
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Figurea 38 — O Tracado Pontilhedo Refere-se & Escele da Direits
Tamplio Veronsl 0,028M — pH 8,6 — 1% SAB
fluxo: 12 mi/hora
fragBes: I mi



CROMATOGRAMA DA FILTRACAO EM GEL DE SEPHADEX G-756 DA MARCACAO
FALSA NA AUSENCIA DE SAB
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Figurs 36 — O Tracado Pontilhsdo Refere-se a Escale ds Direita
Templo Veronal 0,026M - pH 8,6
fluxo: 12 mi/hora
fracBes: 2 ml



CROMATOGRAMA DA FILTRAGAO EM GEL DE SEPHADEX G-76 DO Na '35

0
opm X 10
2 A
' 4 PIV
T
0 | T Y T
20 f‘b 80 80 o 140 mi

Figure 37 — Templio Veronsl 0,026M — pH 8,6 — 1% SAB
fluxo: 12 mi/hora
fragBes: 3 mi



Os eletroforetogramas dos picos das marcagdes falsas podem ser vistos na Figura 38. O P de
“purificacdo” com SAB apresenta D2 e D3 e um pico no 32 e 42 segmentos. N¥o hé atividade
significante em correspondéncia do D1. O PIV de ambas as purificacBes saiu na pssiclo do iodo livre.

A fim de verificar a possivel interferéncia dos artefatos ds técnica de EGPA, foi realizado o
seguinte teste:

O P! da marcagso falsa obtido apbs “purificagdo” com SAB (Figura 35) e estocado a 4°C por
uma semana, foi submetido 3 nova eletroforese em trés condicBes diferentes na mistura de polimerizagio
do gel da amostra.

~ nas condigGes normais
-~ na auséncia de tragador (azul de bromofenol)
— na auséncia de soro de cobaia
Os respectivos eletroforetogramas podem ser vistos na Figura 39.

Para verificar qual forma de iodo poderia ser carregada pela SAB, procedeu-se ao seguinte
experimento:

Preparou-se uma solugcdo de Na 125) 1, presenca de carregador isotépico {Nal) usando tamplo
veronal 0,025M — pH 8,6 — 0,25% SAB e 1% soro de cobaia.

Em duas alfquotas de 200 ul desta solucdo adicionou-se respectivamente 1 mg de persulfato de
amdnio como oxidante, para obtencio de I2 e 1 mg de tiossulfato de sbdio para assegurar a manutencio
do iodo na forma reduzida (1 ~ ).

As eletroforeses foram feitas na presenca ou ndo de tracador, para determinar sua provdvel
interferéncia. Qs eletroforetogramas vistos na Figura 40 mostram que a albumina carrega apenas a ‘~rmy
oxidada do iodo, ndo havendo nenhuma interferéncia do tragador.

Objetivando-se comprovar a heterogeneidade do P! obtido na purificacdo do produto marcado —
125I-H(:H(lEA), colheram-se duas amostras deste pico para estudo em EGPA, assinaladas com setas na
Figura 41, A primeira fracdo (a) corresponde ao volume vazio da co'una e a segunda (b) 3 posicSo de
albumina, Os respectivos eletroforetogramas podem ser vistos na Figura 42, A frac3o g (Pla) mostra uma
grande quantidade de D1 o que n3o ocorre na frag3o b (Pib) onde s3o notados os componentes D2 e D3
ndo bem individualizados, No Pla nota-se também a presenca de D2,

3.2 - Danificaglo de Estocagem
32.1 - Estudo Comparativo entre as Diferentess CondigBes de Estocagem

0 '251.HCHIIEA) puro (PII da Figura 26), foi fracionado e estocado, perte liofilizado (10
slfquotas), parte em solug3o mantida a -20°C (10 alfquotas) @ uma fracko em soluclio estocads a 4°C. A
pertir de segunds semana da iodaclo e durante seis semanas consecutives essas amostras foram
submetides d EGPA, A coluns A da Figura 43 mostra os eletroforetogramas do hormdnio mantido
liotilizado 8 -20°C ¢ submetido d dissoluglo imediatamente antes de cada eletroforese. Ne colune B
pode-se ver o comportamento do horm8nio mantidc a - 20°C ¢ descongelado sntes de cada sistroforess.
A coluna C mostra s primeira amostra descongeiada inicisimente na segunde semans, que sofreu novos
congelamentos ¢ descongelamentos semanais por ocasifo de cada snéiise. A colune D mostra 8 primeire
smostra de hormdnio liofilizado que sendo dissolvido ne segunde semana fol mentids ¢ 4°C ¢ snalisada
ssmenaiments. As respectivas proporgBes ('ns danificados ¢ lodo livre destes eletroforetogrames podem
ser vistas ns Tabels IV.
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t LE FTROFORETOGRAMAS DOS P!COS OBTIDOS APOS FILTRAGAQ EM GEL DE SEPHADEX
G-75 DAS MARCACOES FALSAS NA PRESENCA OU NAO DE SAB
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Figura38 — A —~Pico) da Figurs 35 {com SAB)
B ~ Pico IV da Figurs 36 {com SAB)
C - Pico IV da Figurs 36 {ssm SAB)
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ELETROFORETOGRAMAS DO PICO | DA MARCAGAQ FALSA “PURIFICADA” COM SAB
SOB CONDIGOES DIFERENTES NA EGPA
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Figura 39 — A — Tempéo Veronal 0,026M — pH 8,6 - 0,26% SAB — 1% Soro de Cobais, com Tracador
8 — Tampdo Veronal 0,025M — pH 8,6 — 0,25% SAB — 1% Soro de Cobals, sem Tracador
C — Tamplo Veronal 0,025M — pH 8,6 — 0,25% SAB — sem Soro de Cobels ¢ com Tragador
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ELETROFORETOGRAMAS DAS FORMAS OXIDADA E REDUZIDA DE 126 NA PRESENCA
DE SAB COM OU SEM TRACADOR

3
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segmanto

Fourn 40 - Notase gi'e Somente 8 Forma Oxidads Liga-se & Albumina e que nio hé Interferdncla do
Tragcador em Ambos os Casos.
A ~1; (forma oxidads)
B ~ 17 (forma reduzida)
- com tracador
—~— sem tracador
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CROMATOGRAMA DA FILTRAGAO EM GEL DE SEPHADEX G-75 DO '251-HCH(IEA)

)
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30 fa fb 80 70 90 (][] 130 ml

Figura 41 — As Setas Indicam as Amostras que Foram Submetides 4 EGPA.
Tamplo Veronal 0,025M — pH 8,8 — 1% SAB
fluxo: 12 mi/hors
fragles: 2 mi



ELETROFORETOGRAMAS DAS FRAGOES a ¢ b DO PICO |
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Figura 42 — Ag Fracghes 8 ¢ b Referem-se & Figurs 41 ¢ Correspondem Respectivamente so Volume Vezlo
¢ 80 Volume de Eluiclo ds SAB
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ESTUDO EM EGPA DAS CONDIGOES DE ESTOCAGEM DO '251-HCHIIEA) PURIFICADO

A B Cc [+]
2taem.
~ ,
T onp vegmenty
cpm
3Mgem
3 .
10 . SAD
AARS+raaatian: T st —vrT “w."“
4tsen
-oﬂ V\
Ay vy ATy rrr=—t—v —rrr T
SAb SRe T $'Aa v i oumb
8tgem
3 \/\
00
5‘5 [ mcnb
et ,om
3 \//\/\ \A
0 4
s‘s"'vv Ty 'n.v:'"—.m
78 vord,
3 \’/\/\
10 4 \,./\/\\
e B ﬁ‘a—v!rﬂ-v—v—fr-rw-r

Figwra 43 — A — Hormdnio Liofilizado (-20°C)
8 — Hormdnio Congelado (-20°C)
C — Hormdnio Submetido 8 Congelamentos e Descongelamentos Maitiplos.
D ~ Hormdnio Liofilizado Dissolvido e Mantido s 4°C.
Os Valores Porcentuiis Relstivos sos Picos dos Danificados @ 128| Encontram-se ne
Tabela IV



TatelalV

\alores Porcentusis dos Danificados ¢ '2%) Formados a Partir do '25%)-HCH {IEA) em Funciio do

Tempo ¢ das Condicdes de Estocagem

CondigBes de Liofilizado Mantido Solucio Mantida Solucio Mantida Liofilizado que Apds
Estocagem a -20°C a -20°C a-20°Ce Dissolvido foi
Descongelada Mantido a 4°C
Tempo de Viriss Vezes
Estocagem
(Semanas) D1 125 01 125, D1 125, D1 03+ 125
o4 10,4 15,0 99 15,6 —_— —_— —_— ——
K 4 12,1 118 7,7 15,4 80 171 8,0 8,3
4° 128 224 13,5 245 15,8 219 9,2 32,6
50 14,0 22,2 13,6 2.9 121 26,7 8,0 38,3
e 13,5 26,7 11,6 29,9 14,2 28,6 5,5 49,4
”» 12,6 28,2 13,3 24,7 15,0 28,5 6,8 51,2

83
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Como se pode observar nas colunas A, B e C, o Y25 4CH(IEA) sofreu um aumento progressivo
de desalugenacdo refletido nas proporgdes crescentes de iodo. € importante notar que nessas condigdes o
componente D1 manteve-se praticamente inalterado. Na coluna D pode-se ver, a partir da quinta semana,
o aparecimento do componente D3, que se torna progressivamente maiot com o correr do tempo.

Apos um mes de estocagem do 125I-HCH(!EA) em solugdo respectivamente a 4°C e -20°C
procedeu-se 3 repurificagdo em Sephadex G-75 (Figuta 44). QO cromatograma do hormonio estocado a
4°C (A) mostra RPI, RPiVv e um pico intermedidrio deslocado para a direita {de peso molecular menor)
em relagio a poticio do hormdnio integro. Na estocagem a - 20°C (B} verifica-se RPI, RPIl e RPIV nas
posighes  habituais. Qs eletroforetogramas destes picos podem ser vistos na Figura 45. Uma nitida
diferenga pode ser notada antes da repurificacio (Figura 45 A) podendo se salientar o aparecimento do
D3 na estocagem a 4°C. O RP! (Figura 45 B) mostra a presenca de D1, e D2 mais espa lhado no caso da
estocagrm a  20°C. Mas a diferenca mais interessante refere-se ao RP1l (Figura 45 C), revelando que a
pequena alteracdo da posicdo desse pico no Sephadex fica bem visivel na EGPA.

3.2.2 - Estudo sobre o Danificado D3

J&d foi analisado o comportamento do 125 HCHIIEA) quando estocado liofilizado ou em
solucdo, amhos a - 20°C e 4 4°C. Desenvolveu-se um estudo cinético submetendo o 125). HCHIIEA)
estocado a 4'C 4 EGPA quase diariamente (Figura 46). A formaciu de D3 pode ser vista na Figura 46.
Este componente foi analisado sob varias condicbes em EGPA, como pode ser visto na Figura 47,
Somente quando pré-incubado com 1 mg de tiossulfato de sodio (agente redutor) dissolvido em 200 ul
de tampdo veronai 0,025M — pH 8,6 — 0,25% SAB e 1% de soro de cobaia, resultou no aparecimento de
D2 (Figura 47 E), o que ndo ocorreu gquando se repetiu o mesmo procedimento na auséncia de SAB
(Figura 47 F}). Em ambos os casos, apds a adi¢do de tiossulfato de sbdio verificou-se 0 aparecimento de
iodo (Figurad47 E e F).

" A eletroforese do 125). 4CHIIEA) ap6s um més de estocagem a 4°C revelou pequena formacdo
de D2, além do D3 presente desde o 15° dia (Figura 48 A).

O PI, obtido ap6s a “Purificacdo” da marcacdo falsa na presenga de SAB, apbs um mes de
estocagem a 4°C, mostrou ainda na EGPA a presenca de D2 e D3 (Figura 48 B).

Essas duas amostras, contendo D2 e D3, uma em presenca de HCH e outra ndo, foram
submetidas a refiltragdo em gel de Sephadex G-75 (Figura 49).

Verificou-se na Figura 49A a existéncia do RPI, ausdncia do RPI) e radioatividade distribufda
em pequenos picos entre a posicdo do RPH e RPIV, Cada fracdo assinalada com uma seta foi submetida
3 EGPA e depois incubada com excesso de anticorpo (1:10°) por trds dias a 4°C (Figura 50). A
amostra 1 {referente a0 RPI) resuitou no aparecimento de D2 e DJ. As amostras 2 e 3 apresentaram um
pequeno D2, D3 e a presenca de iodo livre. A amostra 4 mostrou apenas o0 D3. Nenhuma das quatro
amostras revelou capacidade de ligagdo quando incubada com excesso de anticorpo. No caso da
marcagfo falsa (Figura 49B) obteve-se apenas o RPI e RPIV, indicando que os picos intermedidrios
(Figura 49A) formam-se na presenca do hormbdnio.

A fim de determinar uma possivel formacdo de D3 a partir de Na 128y oy presenca de
slbumina, este radioisdtopo foi estocado em tampSo veronal 0,025M — 1% SAB - pH86 s 4°C
durante, respectivamente, 1, 2 ¢ 4 semanas. Como pode ser obhservado ns Figura 51, essas amostras 0
serem submetidss 3 EGPA nfo revelaram a presenca deste danificado (D3).

v - DISCUSSAO

A reaclo de ivdaclo pode ser considerada de certa forma imprevisivel, pois seu rendimento ¢ ¢
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CROMATOGRAMAS DA REFILTRACAO EM GEL DE SEPHADEX G-75 DO '251.HCHIEA)
ESTOCADO DURANTE 30 DIAS EM DIFERENTES CONDICOES
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Figura 44 — A — estocado 8 4°C
B — estocado & -20°C
Tamplo Verona! 0,025M -- pH 8,6 — 1% SAB
fluxo: 12 mi/hors
fragSes: 2 ml



" LETROFORETOGHAMAS DO '“*LHOHIIFA) ESTOCADO DURANTE 30 DIAS A 4°C
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ESTUDO CINETICO DA FORMAGAO DE D3 A PARTIR DO '251.HCH{IEA)
PURIFICADC E FSTOCADO A 4°C
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Figura 46 — Os NGmeros Indicem Quantos Dias Apbs a Purificaclo foi Realizade & EGPA
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L LETROFORETOGRAMAS DO D3 RESULTANTE DA ESTOCAGEM A 4°C DO '25).HCH{IEA)
SOB VARIAS CONDIGOES EM EGPA
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Fiqura 47 — A — Polimerizado
B - Polimerizado sem Tragador
C — Néo Polimerizado
D -- N3o Polimerizado sem Sacarose {solugdo F)
E - Incubado com Tiossulfato na Presenc¢a de SAB
F - Incubado com Tiossulfato na Auséncia de SAB
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"ELETROFORETOGRAMAS DO PICO Il DE '251-HCH(IEA) E DO PICO | DA MARCAGAG FALSA
“PURIFICADA” NA PRESENCA DE SAB, AMBOS MOSTRANDO D2 E D3
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Figura 48 — A — Pico || Referente d Figura 26 Estocado por 30 dies & 4°C .
B - Pico | de Marcsclo False com SAB Referente & Figura 36 Estocado por 30 dias 8 4°C
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CROMATOGRAMAS [INDICANDO A PRESENCA DE COMPONENTES DE PESO MOLECULAR
INTERMEDIARIO ENTRE PI E PIV NAO PRESENTES NO PRODUTO DA MARCAGAO FALSA
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Figura 49 — Os Picos 1l o | Referem-se Respectivamente ds Figuras 26 e 35.
A — Pico 1| Estocado a 4°C Apbs um Mis de lodaclo, Resultando em D2 e D3 (Figure 48 A).
8 — Pico | da Marcacho Apbs um Mis ds Reaclo, Estocado a 4°C Contendo D2 ¢ D3
(Figura 48 B)
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DETERMINACAO DA IMUNORREATIVIDADE DOS PROVAVEIS FRAGMENTOS DE 128; yCH(IEA)
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Figura 50 —~ As Amostras 1,2, 3e 4 estlo Indicadss por Setss na Figura 49 A,

A — Eletroforeses Realizadas com as Amostras Logo Apds a Purificaclo.
B ~ Eletroforeses Controle Realizadss com ss Amostrss sem Anticorpo.

C ~ Eletroforeses das Amostras incubades com Anticorpo Dilufdo 1:10°
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SPORARTTOGRAMAS DO Na '25) ESTOCADO A 4°C NA PRESENCA DE 1% DE SAB
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porcentagem dos vdrios picos obtidos na purificagdo, oscilam consideravelmemeu”. Algumas normas
foram preestabelecidas como tentativa de minimizar estas variagdes, tais como:

1) Todas as solu¢Bes usadas para a iodagSo foram dissolvidas no momento do uso.
2) O HCH era estocado liofilizado em dessecador a - 20°C.
3) O tampdo para purificagdo contendo SAB era preparado sempre no dia do experimento.

4) A purificacdo era iniciada imediatamente ap6s a iodagdo e realizada a 4°C.

Procurou-se sempre utilizar o 125 logo apbs a sua chegada, pois, comprovou-se methores
resultados e, para minimizar os problemas de perdas e contaminacdes, passou-se a usar seringa Hamilton
de 1 ul para a retirada do Na'25| sem abertura do frasco.

Na discussio dos resultados procurou-se mostrar como foi realizada a identificagdo dos vérios
componentes obtidos na eletroforese em gel de poliacrilamida, tendo em vista ndo ter sido encontrado
na literatura nenhum estudo similar para ser confrontado com o presente trabaiho.

1) Hormédnio de Crescimento Humano do National Institute of Health marcado com
125) _ 125, 4CH(NIH).

Usando um preparagdo do HCH{(NIH) verificou-se, com relacdo a marcacdo e subsequente
purificacdo, que a coluna de Sephadex G-75 (48 x 2 cm) propicia uma separagdo bastante eficiente do
hormonio marcado integro (Pico 11} dos demais cor:iponentes indesejaveis, representados pelos picos | @
IV e, eventualmente Pico Il (Figura 12). A discriminacio em quatro componentes, a partir da marcagdo,
& raramente mercionada na literatura. A partir desta mesma separagdo, comparada com outra curva de
calibragdo, obtida anteriormente, pode-se dizer que o Pll é a molécula integra, uma vez que seu volume
de eluicio 6 o mesmo que o correspondente da preparacdo fria. Mas além da obtengdo de um hormonio
puro, livre dos componentes danificados, & condicdo essencial que ele “.antenha adequada
imunorreatividade, o que constitui alids, um pré-requisito basico no RIE.

A Figura 13 mostra na EGPA gque pelo menos 80% do Pll & consiituido por HCH
imunorreativo. Na mesma Figura pode-se observar que to:1.ente minira parte do Pl liga-se ao anticorpo,
embora tenha a mesm: mobhilidade sletroforética que o ' 2%)-HCH(NIH). Este resultado eletroforético do
Pl d4 a primeira indicccdo Je que se traia de um componente nitidamente indesejivel e que sua posicio
estd refacionaca com a pc.ic3o da SAB, tanto na filtrag3o em gel quanto na EGPA,

A técnica da EGPA ndo deixa dGvida alguma sobre a natureza do PIV, que tem sido sempre
corretamente considerado iodo livre, 0 qual permaneceu na forma inorgdnics apbs a reaclo de marcaclo.
Uma clara confirmagio disto pode ser vista na Figura 14, onde o pico de radioativicade na EGPA do
préprio isbtopo usado pars marcagio (Na'"l), corresponde exatamente & posiclo do PIV. Infelizmente
8 naturaza e o comportamento do Plii nfo slo tio claros, visto qua na eletroforese ele aparece como um
pico estreito e nfiido (D3} na posicBo do tracador (Figura 17 A). Serd discutido mais adisnte este tipo
de componente indessjfvel que poderis estar mais relscionado com as condicBes de sstocagem, mas que
s vezes aparecs logo spOs 8 reaclo ds marcacho.

Mais pars o estudo da natureza desses componentss do que para um conhecimento real sobre a
sus 2stabilidede, um primeiro estudo foi realizedo com o '25I-HCH(NIH), para ver as transformacBes
QU8 poderiam ocorrer com o tempo,

Assim, na Figurs 156 pode-se notar que o Pl sofre ums nitide desiodsclio, enguantc que o
components D2 permanece constante na posicio da SAB, nfn hevendo formaclio adicions! de D1.
Entretanto, com relscSo 80 Pll pode-se ver aproximsdamente o mesmo efeito de desiodeclo, mes com
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graade aumento de D1 yue talvezr possa alcangar uma quantidade fixa apbs cerca de dois meses
{Figura 16). O PlIl, apresentando desiodacdo tardia e uma certa fracdo de radioatividade ligada 3 SAB
quase sempre presente, ndo mostra evolugdo com o tempo e nem possibilita uma indicagdo melhor da
sua natureza (Figura 17). Como era de se esperar, o Unico pico gue Ndv CaUSOU sUTpresa, Mesmo com O
decorrer do tempo, foi o PIV que somente apos seis meses de estocagem comegou a originar um
pequeno D3 {Figura 18). Isto poderia indicar a natureza inorgancia deste 0ltimo componente (D3).

Neste ponto surgiu o interesse pratico de tepurificar o PH pois, a sua grande porcentagem de
jodo livie e de D1 nido permitia o seu emprego nos radioimunoensaios por mais de um més
(Figura 16 B). A Figura 19 mostra o cromatograma referente a essa repurificagan, que € quase
exatamente o mesmo obtido na Figura 12.

Como uma primena conclusao geral, pode-se sugeric que o "25'~HCH(NIH) tem por si proprio a
potencialidade de produzir os mesmos componentes indesejdveis {3 presentes apbds a marcagdo e
evidenciados na primeira purificacio. SONKSEN, P. H. o discutir o trabalho de HUNTER”G) verificou
que apbs duas semanas de estocagem do HCH a 4°C houve um aumento no pico de iodo e transferéncia
da radioatividade do pico de HCH para o danificado de alto pesa molecular.

H&, portanto, uma correlacio entreita entre danificacio de “preparacdo” e de “‘estocagem’.
Uma diferenca foi encontrada quandc a estocagem do HCH® ndo foi realizada a -20°C, mas a 4°C. A
Figura 20 mostra uma purificacio do 125I-HCH(NIH), notando-se o mesmo padrdo usual, cujo Pl foi
estocado a 4°C, de acordo com a recomendacio de alguns autores!?7-38) O resultado foi o
aparecimentc do Pill bastante aumentado, como pode ser visto na Figira 21, o que poderia sugerir desta
feita a natureza predominantemente organica deste componente, talvez derivado da clivagem proteolftica
das moléculas do hormdnio, produzindo um tipo de danificado similar ao da danificagio de incubagdo
muitas vezes mencionada'®8-39.54), Apesar de n3o haver presenca de soro na solucdo de ~stocagem,
como ocorre durante a incubagdo, sabe-se que a SAB presente nesta solu¢cdo em uma concentragdo de
1% é frequentemente contaminada por proteases‘a'.

A'ény Jdessas consideracdes, a repurificagio do 125I-HCH(NIH) mostrou-se muito eficaz,
revelando na EGPA um pico praticamente indistingufvel daquele obtido logo apés a purificagdo
{Figura 22). A diluigdo 6tima do anticorpo encontrada para Ptl e RPI| foi similar {Figura 23) e também
muito préxima ao valor de 1:2 x 10° declarado pelo NIH para este anti-HCH produzido por YALOW em
cobaia.

Embora o hormdnio marcado venha sofrer uma diluigio durante o processo de repurificagdo,
ndo h4 interferéncia nos ensaios em virtude de sua alta atividade, o que exigiria de quaiquer forma uma
diluicdo prévia, A diminuicdo da diluicdo Otima, evidenciada um més apds a repurificacio, ndo esth
relacionada, provaveimente, com a imunorreatividade diminufda do '25l-HCH(NIH), mas com o efeito
do decaimento cue forca o uso de diluicdes menores do hormdnio marcado e fornece como
consequéncia uma ligagdo correspondentemente menor {Figura 23).

Resultados similares, mostrando a eficidncia da repurificacdo sem perda da imunorreatividade,
tom‘;'od’o mencionados por outrcs autores tais como YALLOW e BERSON'55) ¢ HAMPSHIRE
cols.'“*’,

Entretanto, a imunorreatividade esteve mais relacionada ds transformagdes que ocorrerem com o
HCH nllo marcado, liofilizado ou em solucdo, estocadc a -20°C.

A Figurs 24, por exemplo, apresenta vérios eletroforetogramas dos picos |1, referentes a quatro
mercacbes do HCH(NIH), que nSo mostraram nenhuma ligaglo com o anticorpo imediatamente ap0s
marcaclo. Efiminou-se # possibilidede de umi: inativacBo do anticorpo, testando-o com outre prepsracio
de HCH® Tembém s Incubsclo dos refericos picos com outrs partids de anticorpo nfo revelou
resultados satisfatérios, Que esta transformaclio ssteve mais relscionads com s prepsracho fris, que com
a propris marcacho, toi demonstrado pelo fato de que ums nova pertids de HCH(NIH) comegou o
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produzir novamente produtos marcados imu’ orreativos. Este hormdnio tinha sido estocado liofilizado a
~20°C por pelo menos dois anos.

Um fendmeno paralelo de perda de imunorseatividade, apresentado desta vez pelo HCH{WHO),
estocado em solucdo congelada a 20°C, é mostrado na Figura 25. E dificil dizer se esses dois tipos de
inativagdo tém urma origem comum, mas estes dois Oitimos experimentos pelo menos indicam que o
mesmo tipo de inativacdo pode ocorrer também no marcado e ndo como consequéncia da marcagdo ou
das radiagdes. ’

Segundo BANGHAM'Z! 5 inativagio ou perda da poténcia de um hormonio padrdo frio pode
ser devida ¢« uma série de fatores, tais como:

formacdo de d(meros, polimeros ou agregados, principalmente quando em alta
concentracio,

— a¢ao de enzimas contaminantes, gue podem ser enzimas proteol(ticas do tecido extraldo
ou de bactérias, ou presentes na propria proteina carregadora adicionada ou mesmo em
outros reagentes usados nus ensatos,

— desamidagdo que ¢ frequentemente influenciada pelo pH,
- pH,

~ adsorcdo a superficies, tals como vidra,

- ‘omperatura,

- luz

Estas conclusdes levaram a usar para esses estudos uma preparagdo hormonal faciimente obtida
e sempre recentemente preparada, dissolvida cada vez antes da marcacdo, evitando as varidveis
relacionadas somente com a protefna nio marcada e oferecendo assim, condi¢des de relacionar melhor
cada transformagdo com a propria proteina marcada. Serviu para esse propbsito o HCH{IEA), que &
rotineiramente extraldo e purificado neste laboratério.

Os aspectos getais desta primeira parte sobre o 1251 HCH(NIN) podem ser assim resumidos:
a) realizou-se um primeiro estudo para a identificagio dos componentes indesejAveis.

b) obtevese um bom resultado ap6s a repurificacio em Sephadex, sem perds ds
imunarreatividade, assiry permitindo o seu uso por dois ou trés meses.

c} detectou-se uma diminuicio gradativa da imunorreatividade na prépria preparacio de HCH
fria.

2~ Hormbnio de Crescimento Humsano do Instituto de Energia Atdmica Marcado com 128 _
125) HCHIIEA).

A marracdo do hormbdnio de crescimento humano extraldo e surificado no IEA produziv um
padrSo cromatografico (Figura 26) similar dquele obtido com o '25f~HCH(NlH) (Figura 12), embora,
nesse caso especifico, o Pl esteja completamente ausents. A curva de diluiclo 6tims do enticorpo
(Figura 28) foi perfeitamente comparivel 3 do NIH (Figura 10), mostrando capacidade de ligacko similar.
O eletroforetograma dos vérios picos (Figura 27) também seguiu o modelo j& discutido. O pico |
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apresentou D1 na posicio de alto peso molecular, D2 em correspondéncia com a SAB e D3 conforme jé
mencionado, embora ndo muito enfatizado, na Figura 15 A gue mostra uma corrida homéloga para o
V25| HCH(NIH). O PIV & sempre constante.

A posicdo do Pl na EGPA é talvez a diferenga mais interessante entre o 11’E’I-HCH(IEA) e o0
125|-HCH(NIH) {Figura 29). O pico do Y25 HCH(IEA) ndo se identifica com a posicdo da SAB mas,
geralmente, coloca-se numa posi¢cdo mais avangada. Ao invés de parecer ildgico e sem explicacdo, este
fato parece decotrer de que as duas preparacdes ndo marcadas tém taxas de migracdo {Rm) diferentes na
EGPA (Figura 30) como resultado do processn de preparagdo, o qual, mantendo intactas as atividades
imuno e bioldgica, teria provocado uma diminuicio do ponto isoelétrico da protefna |EA, tornando-a
mais rdpida na corrida. Essa heterogeneidade nas preparagbes de HCH, porém, mantendo sua
imunorreatividade, tem sido mencionada por varios autores“‘ﬁo'”‘zm, sendo atribuida em parte ao
processo de desamidacio que pode ocorrer durante o tracionamento das hipofises ou estocagem do
hormdnio como ja mencionado'?),

Essa diferenca entre o HCH(NIH) e HCH({IEA) torna-se particularmente interessante no presente
trabalho, n3o somente por abrir uma nova e interessante direcio de pesquisa, mas também porque
esclarece dois fatos muito irnportantes no estudo:

-0 11’E’I-HCH(NIH) se coloca, geraimente, na EGPA na posicdin da SAB, mas como
ocorréncia, provavelmente acidental, njo devendo acontecer com toda preparacdo de
HCH. De tato, no Sephadex as duas posigGes do HCH e da CAB apresentam-se bem
separadas, eliminando qualquer diavida sobre transporte da molécula de HCH pela SAB.

— Se o HCH ¢é independente da SAB, como mostraram as duas prepara¢des, o Pl, ao
contrdrio, & muito dependente deste carregador, pois ndo somente estd na mesma posico
eletroforética em ambas as preparagdes, posi¢do da SAB, mas também estd relacionado
com ela no gel de Sephadex.

A partir destas observacles o estudo da influéncia da SAB nas reacOes de marcacdo e
purificagdo tornou-se fundamental,

Os aspectos principais desta segunda fase, relativa 3 marcagdo do HCHI(IEA), podem ser assim
resumidos:

a) N3o h4 diferenca no que se refere 3 marcacdo, atividade espec(fica, capacidade de ligacSo
do '251-HCH(IEA) comparado a0 '251-HCH(NIH).

b) As diferentes posicdes no gel decorrem, provavelmente, do processo de desamidaco
ocorrido durante 8 preparacio do HCH{IEA), ndo influenciando as caracter(sticss
mencionadas no item a.

3 ~ Danificaglio de Marcacio

Como se pode ver na Figura 29 os produtos marcados tanto de HCH(NIH) quanto de
HCH(IEA) migram mais rapidamente na eletroforess quando comparados ds respectivas preparacDes frias,
mantendo porém 8 imunorreatividade, Isso pode ser devicy a8 um sumento de cargs negativs pels
incorporscic do iodo ou devido a alteracdes provocadas na moléculs do hormbdnio pela aclio de
cloramins T, produzindo migraclo mais rdpida na EGPA como mencionado por SKYLER o cole 148,

A EGPA da mistura de marcaclo nfo purificads, diluids com ou sem SAB (Figura 31)
spresentou duas diferencas interessantes: na prese..ca de SAB apareceu um pico Gnico, que precedeu o
pico do indo e do qual nfo se achou bem separado, provavelmente composto de 1281 4CH(IEA) o de
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D2. Este pico, praticamente, desapareceu ou se reduziu acentuadamente na ausincia de SAB,
aumentandc marcadamente o0 pico na posicio de componentes de alto peso molecular (D1), ocorréncis
esta incomum. Porém YALOW e BERSON'®?) mencionam que uma fragdo significante de HCH" pode
ser perdida por absor¢do na auséncia de carregador, explicando a diminuicdo do pico de HCH® Foi a
observacio deste fendbmeno que levou ao estudo do comportamento do 1"’SI-HCHUEAI submetido 3
purificagdo na auséncia de SAB (Figuia 32). Nestas condigdes, ndo se observou a presenca de 125).4cH
monomérico (Pl1), apareceu o pico do iodo livre (PIV) e um pico alto coincidindo com o volume vazio
{P1}, o qual, auséncia de qualquer outra protefna além do HCH, pode ser considerado como um tipo
de '25-HCH *érico (agregado).

Ao .2 que O '25I~HCHUEA) pudesse ser carregado pelo azul dextran, na auséncia de
SAB, foi el .4 repetindo-se 0 experimento sem adicionar este marcador. O volume vazio foi
determinado seperadamente.

A Figura 33, que mostra o eletroforetograma da mistura de marcagdo n3o purificada e dos picos
{ e IV, purificados na auséncia de SAB, confirma aquela sugestio de que o pico | representa realmente a
forma polimérica do hormonio, pois a radioatividade esteve presente quase que exclusivamente sob a
forma de D1. A acentuada diminuicio do pico do hormdnio na solugio 1 sem SAB (antes da purificagdo)
pode ser atribuida a uma agregacdo. O fato de que nem toda radioatividade perdida se encontre em D1
seria devide a maior tendéncia de adsor¢do do agregado como mencionado por HUNTER‘“'.

O erperimento nao somente confi. ma a presenga de componentes de alto peso molecular, mas
também oferece duas indicagdes interessantes: a primeira, que a agregagdo a qual antes da purificagdo em
Sephadex signiticava menos do que 20%, passou a representar 40% ap6s a ge! filtragdo; a segunda, que 0
D1, tantas vezes encontrado nos eletroforetogramas, pode ayora ser definido como agregado, quando ndo
oriundo do complexo AG-AC. Deve-se notar, entretanto, que na EGPA a 7% o complexo AG-AC tende a
penetrar algo no gel de separa¢do, o que ndo ocorre com o agregado. Mas, se nesta experiéncia a SAB
parece evitar agrega¢ac, como caracterizar o pico |, que 3s vezes assume proporgdes considerdveis ¢ que
sempre aparece apds purificagcdo do 12’E’I-HCN(IEA) na presenca de excesso daquele carregador?

Uma nova marcagdo, desta vez falsa (sem a preparagdo de HCH) fez-se necessdria para provar
que o Pl &, em grande parte, independente da presenca do hormdnio marcado. As Figuras 34 e 35
esclarecem essa d(vida. Antes da “purificacdo’” (Figura 34) o produto da marcagdo falsa foi submetido 3
EGPA, apbs 1.+ sido dilufdo em tamp3o contendo ou no 1% de SAB, j4 mostrando uma certa acfo
carregadora relacionada com a presenca dessa protelna, Mas o resultado final surgiu apds a ’purificacio”
dessa marcacdn falsa nn Sephacex € 7 (Figurz 35, Apareceu cerca de 20% de ‘‘danificado” na posicdo
da SAB numa situagio onde reairiente nada existe que poderia ser “danificado”.

Em muitas reacdes de marcag3o verdadeira a porcentagem de Pl sobre a radioatividade total
recuperada foi bem inferior 8 20%. Para confirmar, foi feita uma nova marcacio falsa ¢ a sus
“purificacdo” entdo, foi realizeda ne ausdncia de SAB dursnte todo o processo (Figura 36). Praticamente
ndo apareceu Pl, a nfc ser ums pequena quantidade de radiostividade, provaveimente carregads pelo s2ul
dextran, Demonstra-se desta forms a acdo fundamental da SAB na produglo do Pl. A eise respeito
GOLDSMITH!'?) menciona que s adiclo de plasma spbs a rescio de rnm:aslo pode resuitar na iodacio
de slbumina ou outros componentes plasméticos. GREENWOOD ¢ cols. {19} sg referem o sdsorclio do
iodo ) sibumina e sus iodeco mesmo com a adiclo de metabissulfito de sddio. A Figurs 38 confirme
que na EGPA o Pl ds marcaclio falsa “purificade” com SAB & simples radioatividede carregads por esse
proteina (D2) e, provaveiments, parte ds radiostividede & 'iberada, talvez durante e eletroforese, como
D3. Notsse também um pico nfo bem identificado no terceiro ¢ qusrto segmentos, talvez derivado de
um agregsdo de elbumina. A Figure 39 eliminou qualquer dOvide no cue se refers eo pedrio de
dependéncis de elgum asrtefsto ds técnics; eliminendo arul de bromofenol ou soro de cobsis, o
detroforetograma permaneceu ingitersdo.

Fics em asberto a sspeculsclo sobre que forma de radiostividede resimente ¢ cerregeds pels
8AB, pois J§ ficou sminelado que o Ns 1251 pessado em Sephedex com 1% de SAB, soments forneceu
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PIV e nada mais (Figura 37). Assim, o que é carregado pela SAB deve ser algo que sobrcu, ou que
derivou, do processo de marcsgdo, talvez uma forma oxidada de iodo.

Um resultado interessante, embora ndo conclusivo, é mostrade ra Figura 40. lodo “2)' obtido
através da oxidagdo de Na 125} com persulfato de aménio, ao qual se adicionou carregador Nal, liga-se d
SAB com ou sem a presenca de tragadnr, enquanto que o iodeto (I 7), mantido no seu estado reduzido
com tiossutfato de sddio, ndo mostrou ligagdo alguma a SAB.

Foi destes resultados que surgiu a idéia de que o P1 pudesse ser formado por dois componentes,
Uma comparacdo entre os virios picos de Pl, resultantes de mais de 20 marcacdes, obtidas neste
laboratdrio no Gltimo ano, sugere essa possivel sobrepuosicdo - dois picos.

A Figura 41, derivada de uma das Gltimas marcaches do HCH{IEA) d& a resposta que se
procurava, As duas fragdes {a e b) colhidas respectivamente em cotrespondéncia do volume vazio
{posicdo do agregado) e do volume de eluicio da SAB (radicatividade carregada pela SAB) forneceram os
eletroforetogramas da Fiqura 42, Um alto pico de agreqado for venticado para a fracdo “a”, embora com
uma parte da radioatividade na posicdo da SAB (D2}, mas principalments D2 e um baixo pico de
agregado e D3 para fragdo b,

4 — Daniticagdo de Estocagem

Com base nos resultados anteriores, pode-se agora desenvolver um estudo mais sistematico das
methores condigdes de estocagem, numa tentativa de mterpretocae dos varios tipos de damticados que
ocorrem, Na Figura 43, a coluna A reterente 3 estocaqem na condicdo liofilizada (em dessecador a
~20°C), mostra formagio do que agora se pode chamar “agremado” fposicio dc D1} até uma
porcentagem limite, e a liberagdo continua de iodo livre. Esse tipo de liberacdo parece muito interessante
para uma investigagdo futura, pois deve ser lembrado que se trata do material no estado liofilizado e,
portanto, ndo devem ocorrer nem a desalogenacdo enzimatica nem a desalogenagdo quimica classica,
podendo-se excluir também, nessa situagio, efeitos indiretos das radiagdes, como por exemplo 8
radidlise. Restaria somente o efeito radioquimico direto ov o proprio decaimento. Também na
preparacio estocada a -20°C a situacio & praticamente idéntica, e ndo ha razio para pensar, portanto,
num mecanismo diferente. YALOW e BERSON'®®) referem-se ao fendmeno da “catistrofe do
decaim . 1to”. Segundo esses autores, mesmo considerando uma média de um &tomo de iodo por
molécula, muitas moléculas podem conter dois ou mais dtomos, principalmente no caso do 125} devido
8 sua maior abundancia isotdpica do que o 3%} Quando um stomo de radioiodo decai, a molécula do
hormdnio ao qual estd ligado sofre um choque. Se ela contém radioiodo pode fracionar-se permanecendo
fragmentos marcados ou havendo liberagdo de radioiodo. Nesse trabalho, MYERS discute a hipbtese do
decaimento do radioiodo de uma molécu'a afetar outra molécula vizinha, sendo ambas monoiodadas.

Tanto no caso da estocagem na condi¢do liotilizada (A) ou em solug3o congelada (B) a
quantidade de agregado que se formou, possivelmente durante a liofilizagio ou congelamento e
descongeiamento, ndo parece ter aumentado, pelo menos significantemente, em fungdo do tempo
(Tabela V). Na coluna C os eventos repetidos de congelamento e descongelamento acompanham-se de
incremento também nJo significante de agregado (D1). Nesta mesma coluna nota-se 0 sumento do pico
correspondente a0 iodo livre. A coluna D, que mostrs o comportamento de uma amostra que tendo sido
liofilizade foi dissolvids e mantida a 4°C, confirma novamente s indicacSo j§ mostrada na Figurs 21 de
que um processo diferente Ce danificacdo ocorre quando a condiclo de estocagem é mudada de - 20°C
pera 4°C. Iss0 nfo 6 estrenho pois s acdo stribulds 8 enzimas proteolfticas em tais condigBes tem sido
mer.cionads muitas vezes. SKYLER e cols.'49! referem-se & digestfo do HCH com plasmina mostrando
produtos que migram perto do tracador na EGPA, slém do hormdnio na posico normal. Esta Gitime
observaclo nfo tem importéncia spenas tedrica. De fato, na utilizaclio dos "conjuntos diagnésticos” de
RIE torne-se sxtrsmaments importsnts s avaliscfo do tempo sm que o produto marcado liofilizedo
pode ser usado apds s dissoluco. Os resultados epresentados ne colung C sugerem que 8 estocegem do
produto mercado s 4°C, modo mais frenuents de consideraclio dos materisis em laborstdrios de andlises
dinicas, no deve ultrapassar o perfodo de ums semane,



A compatacdo entre a repurihicagdo do mesmo hormonio marcado apos uny ines de estocagem a
4 C (A) ea 20°C (B) pude ser vista na Figura 44. Proviveis fragmentus de 125 HCHIIEA) podem sei
notados num pico localizado numa posicio de menor peso motecular que o RPil, guando a estocagem é
feita a 4°C, evidenciando-se neste caso maior liberacdo de iodo. A elrtioturese desses picos confirma a
diferenga entre 0 RPII e esse pico mais 3 direita, a qual mostra a presenga de D3, Quanto ao RPI, no
caso da estocagem a - 20°C ba muior formacio de D1 {Fiqura 45). A eletioforese do marcado antes da
repurificagio ja mostra a transformacio do matetial estocado a 4°C em D3 (Figura 45).

0O comportamento do 'zg’l-ki(IH(lEA) estocade a 4 C e tuocdo de tempo tor sequido com a
realizagdo da EGPA quase diaria. Podese notar na Fiquia 46 que o meo correspondente ao 125 HeH
imunorreativo, que  edtd situado  um ou o dmis segmientos & esquerda do o tracador (Figura 4€-1),
transformou-se lenta e progressivamente, a4 parte do 112dia, et D3, pen este que se localiza
preferentemente 3 diteity o treador. O D3, como for demonarado, ndo apresentg nenhuma ligagdo
com o anticorpo,. Pelos resultados dos eletroforetogramas apresentados oo Figuer 47 ficou excluido que a
formacio de D3 na EGPA fosie decorrente de um arteiato do Bienica relacionado, por exemplo, 3
polimerizagio do qel da amuostra, presenca de tracador o de sacarase Far verificada entio (Figura 47 E)
que um agente redutor forte deve promover pelo menos 300 de Bberacio deodo hivre, 1sso novamente
faz pensar na possitihdade de gue para o poco D3 dieve contobun o torms morainica oxidada de iodo
(|2 ou lodato), embora cerca de 707 do D3 tenha resestido g redic i e acupaio @ posigdo da SAB. 3
possivel gue este componente sejs detivado de uma forma orginies que pode ser carregada pela
albumina, como serd discutiddo mas adiante, Na ausfnc de SAB (Fapra 47 F; observa-se 0 mesmo grau
de conversdo em jodeto, por2m, o prico do D3 mantém sua posicio talterady,

A comparacdo entre Pll de uma marcacio normal e PIde uma marcacio filsa, ambos estocados
durante um mas a 4"C, for ferta na EGPA (Figura 48) e em Sephadex (Figura 49) et ando uma nitida
diferenca entre as duas preparacoes, nic 1ie evidente na eletroforese quanto na tittragio --m gel. Os dois
cromatogramas similares no que se refere ao BPL e ao RPIV presentes nas duas preparagdes, sao bem
diferentes na zona intermedidria {peso molecular menor que 20 000). Portanto, fica claro que se estd na
presenca de fragmentos de HCH" que podem muito bem acupar as posiches 2, 3 e 4 indicadas na Figura
49 A e que logicamente ndo podem .er encontrados na Fiqura 49 B referente 3 marcacdo falsa.
Resultados compardveis forar apresentados por HAMPSHIRE e cols. 129 que afirmam gue a danifica¢do
radioquimica pode ser detectada em gel de Sephadex com radioatividade aparecendo em fracdes de
menor peso molecular quando comparadas ao verdadeiro HCH® Como esse fendOmeno pode provocar
quebras aleatdrias na molécuta, os fragmentos marcados resultantes podem apresentar peso molecular
diferente, o que pode ser coraprovado pela andlise das Figuras 20, 43 e 48, onde esses picos resultantes
da estocagem do HCH”a 4°C, podem aparecer na zona intermedidtia entre Pil e PIV, em varias posigdes.

A possibilidade de um compunente organico (fragmentos de HCH®) para a interpretagdo da
natureza do D3, adiciona-se & possibilidade inorganica {formas oxidadas de 125 i4 discutida. E de se
notar que 0s componentes organicos perdem suas qualidades imunorreativas (Figura 50). O que aparece
demonstrado & que o D3 origina-se somente em trés circunstdnrias: a partir uo 125 HCH (pico 1)
mantido 8 4°C, a partir do pico 1 b, correspondendo a radioatividade corrigida p'a SAB e a partir do
po Ill, quando presente, picos estes obtidos apds a purificagio da mistura de marcacfo. A estocagem
de uma smostra de Na '25) na presenca de SAB a 4°C ndo mostra o aparecimento do D3 (Figurs 61).

Para fins praiticos, porém, a aco indeseidvel do D3 tem sido eliminada de vérias maneiras:
~ nBo estocando o '?81-HCH(IEA) a 4°C

- quando o D3 aparece durante a incubacBo, ele pode ser separado graficaments usando gel
longo de 17 cm ou mesmo stravés de didlize,

-~ no gelcurto de 8 cm els pode ser subtraldo através de cdiculos determinando & sus
porcentagem no gel controle 1 incubsdn com excesso de anticorpo.
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Como conclusBes destes itens sobre os processos de daniticagdo pode-se afirmar:
al H4 uma grande infludncia da SAB no processo de purificacdo. Sua auséncia leva a uma
agregacdo quase total do hormdnio marcado e a perdas. Sua presenca le:a so

aparecimento do Plb.

b

H& uma possivel sobreposicio em Pl de dois componentes: Pla e Pilb, de origem
inteiramente distinta. O primeiro est3 relacionado com a presenga da protefna marcada, o
segundo ndo. Os cdlculos do rendimento da marcacdo, atividade espezifica e massa
absoluta do marcado, devem levar em consideracao esse fato.

c) A estocagem em condicJo liofilizada ou congelada pode permitir o uso da prepara¢So
marcada por até cerca de um més. A primeira maneira, embora n3o apresentando

evidéncias de maior estabilidade, é preferida por razdes praticas Obvias.

d) A estocagem a 4°C deve ser evitada, nio somente apbs a lodag3o, mas também apds a
dissolugio da ampola liofilizada.

O estudo do mecanismo de desalogenagdo do produto liotfilizado e congelado e de artificios que
possam levar a um provivel controle deste processo, representam dois aspectos interessantes que se
constituem em temas jd em desenvolvimento neste laboratério.

V - CONCLUSOES

Nas condigbes experimentais em que este trabalho foi realizado e com a metodologia
empregada, os principais tatos observados foram:

1) O hormdnio de crescimento humano preparado no {EA, mostrou grau de purificacfo
satisfatorio para ser submetido 3 marcagio com 125 gey padrfo de eluicdo no Sephadex
G-75 foi similar e sua imunorreatividade foi praticamente idéntica & do hormdnio de
crescimento humano padrdo do NIH.

2) A purificagio do hormdnio de crescimento humano marcado mostrou-se eficiente quando
st usou uma coluna de Sephadex G-75 de 48 cm de altura por 2 cm de didmetro.

3) O pico | resultante da eluicio no Sephadex G-75 no processo de purificaco do HGH®§
integrado por dois componentes distintos:

Pla — representado por radioatividade possivelmente ligada & presenca de moléculas sgregadas
{poliméricas) do horridnio.

Pib — representado por radioatividade “carregada” pela albumina (SAB).

4) O PlIt que & de ocorréncia aleatéris, suments nitidamente com s estocagem do purificado
8 4°C, sendo evidenciado no processo de repurificacso.

5) A coluna de gel de poliacrilamida com 11 cm de siture por 0,76cm de didmetro
constitui-se em uma forma eficaz para seperar 0s compomentes “danificados” das fracSes
livre e ligada.

6) Na susbncia de soro slbumina bovina, tende & ocorrer o fendmeno de sgregeco des
moléculas monoméricas de HCH especialmente durente o procesto de flltraclo em gel de
Sephadex G-75.



7) Embora nio se possa excluir a possibilidade do transporte pela albumina de fragmentos
de moléculas de hormdnio, foi comprovado que esta desempenha papel essancial como
carregadora de uma forms oxidada de iodo.

8) A melhor maneira de estocagem do hormdnio marcado (*?51.HCH) ¢ sob a forma
liofilizada a -20°C ou em solugio congelada » essa mesma temperaturs. Nio foi estudada
a estabilidade de moléculas marcadas liofilizadas mantidas a 4°C.



HCH

HCH*®

IEA

NIH

RIE

AG

AC

EGPA

01 a D3

Rm

P a PIV

RPI a RPIV

AD

8G

cpm

Y

~F{WEVIATURAS E SINAIS

Horm? .. ». crescimento humano
Horr.onio de Crescimento Humano marcado com '2%)
Instituto de Energia Atdmica

National Institute of Héalth

World Health Organization

Radioimunoensaio

Antigeno

Anti-soro de cobaia, anti-HCH

Hormdnio marcado livre

Hormdnio marcado ligado ao anticorpo

Eletroforese em gel de Poliacrilamida

Soro albumina bovina

Danificados detectados na eletroforese em el de poliacrilamida
Taxa de migracio

Picos obtidos na purificacio em gel de Sephadex G-76
Picos obtidos na repurificacic em gel de Sephadex G-76
Azul dextran

Radiacdo de fundo

contagens por minuto

Tragador (azul de bromofenol)



HR

ABSTRACT

Two HGH praparations wete studind 10 obtain stabie ”bl labelled products, with high specific activity, good
binding capacity and long shelf lite. Not only the damage occuring duning sturage of the labelled compound was
conaidered, bur also the subte alterations atfecting the simply unlabelied protein hormaone. Two techniques were used:
polyatilamude gul wlactiophorens convemently modified ard chromatography by gel filtration on Sephadex. The first
preparation studied wis HGHINIH) wh e the second, ivis precious was always freshly prepared at 1EA {method of
ROOS!. The det:tion, study on nature and elimination of the nterference of these “domaged’” radigactive
components. was dore by checking therr presence and tehaviour at titterent moments and conditions during the
process of latwlling, puafication or storage, and priforming ¢ cuompanison with some “faise labelting” (witnout HGH),
HGH(NIH) and HGHITEA) are Yotk abelled with a high specific activity, with immuno.ctivity up to three months. The
radioactve bl 1s probably not ruch responsibie for the toss an binding occuring somet:mes during storage since this
happens dlso for the unfabwlied protein. Bowvne Serum Alburmin used as 4 protein ciarrier @énd protector in the
punfication process and storage, showed great influence on the onigin of “undesired” components. Its absence produces
a peak of agaregate while when present 1t carnes a large quantity of radioactivity forming most of the so called peak ot
damaged eluting tfrom Sephadex The natuis and «ontrol of these two peaks are very important, not only because they
interfere neqatively in the RIA but also vecause they can affect calculations on specific activity, yield and absolute
amount In term of mass of the labetied. The best conditions for <torage are at ~20°C in dry lyophilized powder or
trozen solutan. i such situation only the deiodination process occurs and no other “undesired’’ formations. Storage ax
4°C 1n soluton produces a fast siteration (proteolytic cleavage? ) that inactivates the product whitin few deys. Both
fabelled products showned on increased mooihty in comparison with the unlabetled: fact that needs further
investigations, This can be gttributed to a decreased isoelectric point due to the iodination of tyrosine or to alterations
in the structure caused by reigents used in the fabelling.
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