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RESUMO

Esluit.ndrrvse dunj preparações rte íormòmo de crescimento humano (HCH) marcado com I viiando a

obtenção da produtos estáveis da alia atividade especifica • adequada imunorreativrdade. Com relação a esta critério

consideraram-se nío apenas as alterações do produto marcado, mm também as modificações que afetam o homonio

proteico não marcado, nas mesmas condições de estocagrm.

Para esses estudos utilizaram-se proncrpalmente duas técnicas: cletroforese m gel de poliacrilamida IEGPA) a

cromatografia em gel de Sephadex. A técnica de EGPA foi adequadamente modificada para permitir a polímerizaçio da

amostra e a detecção qualitativa e quantitativa de compostos radioativos.

Inicialmente u<iliiou-se o HCH altamente purificado de acordo com o método da WILHELMI. fornecido paio

National Institute of Health (NIH). Realizou-se uma investigação inicial sobra o comportanvento desta hormônio na

reação da n^rcaçio, purificação a em diferentes condições da estocagem, bem como sobre o tipo e a natureza do*

vários componentes danificados originado* durante estes processo*.

A pequena quantidade e a limitação do numero dt remessas do HCH (NIH) motivaram a segunde parte do

presente estudo, na qual utilizou-** o HCH que vinha sendo extraído e purificado pelo método de ROOS a

caracterizado química a biotogicamente no Instituto d* Energia Atômica IIEA).

A grande quantidade disponível dt HCH(IEA) sempre recentemente preparado, possibilitou a raaJizacfo da um
maior numero da experimento», permitindo, assim, um aprofundamento na analise do* problema* que se epretenterem
no* estudo* iniciai* com o HCH(NIH) a consequentemente seu uso como matriz na manufatura da conjuntos
diagnósticos dt RIE.

A detecçfo, estudo de natureza e do comportamento do* danificado*, ou se)* dos composto* radioativo*

Indestláveis, a a eliminação dl sua interferência constituíram o principal objetivo deste trabalha Isto foi feito «to

somente lanando a presença a o comportamento do* danificado* *ob condições diferentes da crometoarefle a EGPA em

drferentn tampo* duranta a* etapa* da marcaçfc, purificação a estocagem como também comparando esta* reaultadr»

ao* obtido* em marcações falta*, tm qual* toda* a* condições foram mantida* exceto a edlçto de hormônio. Atttm

foram comeguide» valiosas informncOa* a retultadot de alto (igniftcado prática HCH(NIH) a HCH ( I t A) foram embot

marcado* com alta atividade especifica fornecendo produto* que mantiveram a wa imunorreetivldede por dors a tret

mate*. A marcaçfo radioativa nSo poda ter totalmente respnnaabillzeda pela parda da capacidade da llgaçto que ocorra

alguma* vezes duranta a estocagem viço que e*te fenômeno é tamMm onwrvado m proteína nfo marcada.

Aprovada pare puMicaçeb em Junho/1978.



O «oro albumina bovina ISABI. usada como carregador pcoteieo. mostra, na purificação • ettocaeem frand*

influência no aparecimento dot componentes danificados. A ausência da SAB lava a uma prapondaranta formaçlo da

hormônio aqraaarto (pico Ia) ao pano que quando preiente. *U carraaa uma grandt quantidade da radioatividade

constituindo a mak» parta do chamado pico do danificado qua 4 aluído antas do hormônio marcado no Saphadn. A

natme/a • o controla denes dois pico» sJo muilr importante», nio aparas pocqua alas imarfaram nagativamanta no

RIE. mas pucqua sua origam difaranta poda alai: r os cálculos d» atividad» especifica, rendimento a massa absoluta do

matcado. A melhor condiçjo da astocaqam é a 20°C no estado lioliliiado ou am soluçSo congelada: nestas sruaçoe»

•and* somente a ocorrer o processo d> desiodaçilo. não havendo formação de compunantei indesejáveis. A estocagem

em soluça» a '. C. produz uma alteração rápida, provavelmente devida i jlrv.iqpm ptoteol Itica do hormônio marcado,

que inativa »<fe produto em poucos dias. Embora nAo esttitamente relacionado com o otiietivo deste trabalho, loram

m l f . t u m n of achados sobre a mobilidade <?m FGPA das pti-p.ir.n1ps 'MIKI.KI.U NO que se reine às preparações fria*

o HCH(IFA) aprpsentou duas bandas mais tapuias <|-'« a banda principal du HCHINIH). provavelmente, devido a

dtsamidaçào ocorrida durante a extração. Amhos os produtos m.wrndos. pntrpt.into. mostraram uma mobildada

aumentada em relação aos nJo marcados, que pode ser atnlKifdn a uma diminun tn do pomo ismHetticn cauvHla pala

iodaçâ» da tirosina ou por alterações na estrutuia nvilecuLir cte'f'rminnd.is pplos re.inentes utilizados na marcação.

Apesar destas diferenças a imunorrpatividotje aprtipntifmpnip m.mtpví» w in.iltpi.Nlri.

I - INTRODUÇÃO

A importância da marcação de proteínas com radioisótopos deve-se ao fato da sua larga

aplicação, tanto para estudos "in vivo", qu.inio "in vitro". Em medicina nuclear sou uso torna-se cada

vez mais difundido graças a especificidade de localização de uma proteína marcada num órgão ou tecido.

Atualmente esses compostos marcados são largamente usados para dosagem de substâncias

presentes em concentrações muito baixas, em misturas não fracionárias. A base fundamental desta

metodologia está na combinação na especificidade característica de reaqentes biológicos tais como

anticorpos, proteínas ligadoras naturais, receptores de membrana celular ' com a técnica d*

marcação molecular, ambas permitindo a monitoração precisa do comportamento de um número muito

pequeno de moléculas1131. Pode-se referir a esse grupo de técnicas analíticas como métodos que utilizam

reagentes "marcados", dos quais o RIE é o exemplo mais conhecido e nesta aplicação é baseado o

presente estudo. Graças a sua enorme sensibilidade, o RIE permite desagem a nível de picogramas da

modo simples, ripido e preciso, desde que se disponha do antígeno marcado puro tal que possa competir

pelos sítios de ligação do anticorpo, com o antígeno a ser dosado. Muitos estudos clínicos e fisiológicos

tim sido realizados com o uso de-rta técnica, de grande valia, principalmente no campo da pesquisa

endocrinologies, que até então nio contava com métodos de dosagem adequados para a detecçSo dos

vírios hormônios proteicos e suas alterações em resposta t> vinos estímulos.

Mais recentemente foram mencionados métodos de marcação n i o isotôpicos baseados em

marcadores cor.i propriedades magnéticas (spin labeling) cu usando enzimas acopladas ao hormônio qua,

am um sistema adequado, agem como amplificadoras de um efeito, caso do método ELISA, ou através

da marcadores fluorescentes, bacteriófagos e outros1131 . Essas técnicas podam ser adequadas em casos

particulares mas, de modo geral, pode-se dizer que nenhuma delas oferece ainda, iunto com uma boa

wnsibilidade, fécil prepar»cfo a análiw, como os r«riini*otopo«. A principal vantagem destas técnicas n lo

isotopicas é a maior durabilidade nas cnndiçfo* usuais de «stocagem, porém, é preciso considerar os

afeito* n lo específicos proveniente* da tnwferftnci* rfo meio da incubaceo, o qua n l o ocorra com oa

radioisótopos, cuja mediria nlo * afetada pela romposiçío química do meio qua, geralmente, n lo contém

radiação de fundo.

A preperaçlo do substrato raclioativn para os sistemas de RIE envolve • wteclo do
radionuclídeo, a tua incorporação no romposto, a purificação a avaliaçlo de sua utilidade r o sistema d *
ensa io"" .



P.(M justiticai i) uso de rai!ioii«lo na marcação ite proteínas e i\io ' * C ou trício com meia vida
mui»') maior, hasta lemlirar qtie wnam necessários 2fi3 átomos ne - < C ou 600 de trício para se tar a
mesma radioatividade ole.einda por um único atomn de iodo1 7 8 1 . É importante lembrar que para o RIE
é necessária uma alta atividade S M » 1 " " » - » . " <1«B " » " ocotre em estudos cinéticos usando tracadorM
bioloqicos. onde o uso do " ( : ou trício pode vi» mais adequado.

A introdução de i m h radioativo cm uma imilpcula pmteira poiip ser (pita «le várias maneiras a

embora PHI alqumas OXMIÍÇÕPS. O iodo possa TIMCIII m m grupos siillidrtlims, liisttil-na ou triptófano. a

química da tadioiiMiatão P a i|tt(mir.a da substituição d " i"ifc> lios qiupns tirosíticos""'. O método

escolhido para a iociacãn do hormônio dp t rpsrimpnto htirnano, que contém 8 tirosinas (figura 1), foi O

desenvolvido por G R f t N W O O O p cols m - ' - ' ' ' 1
 Cnm hasps químicas, usando a cloramina T como agente

Okidantp para a introdução do HKIO na protpfna. frxistem outros métodos, como o monocloreto de

ioáof?6) disponível atiavps dp uma técnica introduzida por SAMOLS e W I L L I A M S 1 4 6 1 , o método

eletrnlítico de ROSA e cols l 4 • " , Ò ralação etuimatiua nom lactopproxulase l 51 '2n í e, desenvolvidos mais

recentemente, a difusão qasosa do oxidante 7 " e a marcação por conjugação com éster iodado . De

mod" geral, pode se di/pr que PSSPS metorio-, otprpcem. sobre o mítodo original da cloramina T, a

vantagem de seipm mais suaves, causando mpnos danificação à proteína. Este último, porem, apresenta

vantagens indiscutíveis ppla sus alta eficiência de todaçüo, o que permite a obtenção de um produto de

alta atividade específica, tsta vantagem é suficiente para torná-lo favorito não somente nos laboratórios

comerciais, mas também pela maioria dos pesquisadores .

A cloramina T. quando adicionada em solução aquosd. em pH levemente alcalino (7,4),

contendo proteína e iodeto radioativo, promove a incorporação do iodo na proteína, por um mecanismo

ainda não bem estabelecido, mas que. provavelmente, envolve a formação de iodo catiõníco. O

metabissulfito de sódio é usado para deter a reação, reduzindo o excesso de cloramina T , transformando

I) em I " e limitando a damficação químior . Isto ocorre somente cm concentração baixa dos

reaqentes. o que é conveniente para minimizar um possível dano à proteína em questão . Porém, a

utilidade desses compostos marcados está na dependência de vários fatores, tais como alto grau de

pureza, boa imunorreatividade e estabilidade"81.

O método da cloramina T pode ser usado, indiferentemente, para introduzir 1 3 1 I (Energia
364 Kev) ou 1 2 5 I (Energia 35 Kev). O 1 3 1 I tem apenas 8 dias de meia vida, o que torna seu uso
limitado no tempo, comparado com os 6C dias de meia vida do 1 2 5 I . Além disso, o 1 3 1 I raramente é
obtido com abundância isotôpica superior a 30%,enquanto o 1 3 5 I pode ser considerado praticamente
livre de carregador, com abundância isotópica acima de 90%. A eficiência de contagem, em contador
gama (Nal) tipo poço, 4 proporcional â abundância de fótons e é função inversa da energia da radiaclo
emitida, ser io, portanto, maior para o 1 2 6 I que para o 1 3 1 I . Estes fatos tornam o U 6 I o isótopo de
escolha na maioria dos laboratórios, furnecendo produtos, teoricamente utilizáveis por 3 a 4 meses sem
desvantagens na sensibilidade, comparados aos produtos marcados com 1 3 ' l .

." iodacâo de hormônios proteicos deveria ser restrita a um átomo de iodo por molécula, poi»,

muitos estudos mostraram os efeitos deletérios da todaçSo a altos níveis. A atividade específica calculada

para o H C H * considerando a substituição de um átomo por molécula é de aproximadamente lOOpCi/f ig

para o 1 2 6 I e 1 6 0 / X i / í i g para o 1 3 1 I (com 70% de abundância isotôpica) l 1 4 ( . A menor, porém,

adequada atividade específica apresentada pela marcação com 1 2 6 I se constitui em uma vantagem

adicional, tendo em vista a redução dos fiscos de rlaníficaçJo actínica. Mas o produto marcado,

raramente, poda ser usado por mais de um mês, mesmo que a radioatividade ainda presente esteja

adequada para sua detecção pois parece que sua imunorreatividade diminui com o tempo 1 3 0 1 • 4 este

aapacto que constitui um dos propósitos principais do presente trabalho. De fato, ê sabido que o

produto marcado estocado, seja qual for a condição, inicia um processo de denificaclo que impada seu
1 - 0 "ÜLÜ ' E ' A l í t W i t u r a é b t r n v - n a ' " ^ ' ••• ' •"cia aos vários "danificados" a talvez essa daftniçlto
nam sempre teia adequada e justificada, especialmente porque ela engloba vários fenômanoi diferamet,
qua, provavelmente, tem um único ponto em comum: a produção de compostos radioativos indesejáveis.

4 ) V A L O W • Ba t-.'«.»*.6..»9.eo.sn B E R S 0 N , ^ , 6 » G U C K , ^ . o e » , R 0 T H ,

« w . , um dos grupos pioneiros do RIE, w referem extensivamente a dois tipos da danificaçao: a da
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iodacio e a de incubaçio. Eles consideram o primeiro tipo como sendo conseqüência de três fatorea

possíveis: danos de irradiação, super iodacio e oxktocao da proteína pela doramina T. O segundo tipo

perece estar mais relacionado com uma »çao proteolítica. Em ambos os casos, o resultado seria a

produção d* fragmentos danificados, que poderiam ser carregados por proteínas séricas. podendo

também ocorrer uma alteração latente que possa talvei manter a estrutura primária da proteína, mat

diminuir ou eliminar completamente a sua imonurreatividade.

O grupo de H U N T E R 1 2 7 2 5 2 8 ' 7 6 1 concentrou mais sua atenção na danificaçlo d* iodacio e

suas prováveis causas, que ele relacionou com a manipulação de proteínas em soluções extremamente

diluídas sem uso de carregador, com a substituição de um átomo de iodo que tem o mesmo tamanho

que o anel da tirosina na molécula, com a danificação química causada pelos reagentes concentrados em

soluções de alta radioatividade e com a ação de substâncias nocivas presentes nos reagentes como

contaminantes indesejAveis. A limitada durabilidade de certas preparações pode -fepender de uma forma

latente de daniíicado. originada durante a reaçSo de iodação. Ele também merciona a existência da

danificação de incubação devido a eniimas presentes no soro e um outro tipo d» danificado por

associação (provavelmente aqre<pdo) que tem maio» tendência de se adsorver ao vidro e ao gel da

Sephadex durante a purificação1241. A presença de agregados como produto ou deriv.ido de algum

processo de danificação é mencionada por muitos outros autores. NORMAN e TURTER também se

referem à liberação de aminoácidos rrwrcados e iodeto indicando uma rápida fraqment.ição do produto

estocado Idanificação de incubaçâo); HAMPSHIRE e cols.1 2 0 1 identificaram esses componentes de maior

peso molecular no hormônio de crescimento canino marcado; BIELER e cols. referem se à formação

de agregado "in vitro" e sugerem que esta possa ocorrer também "in vivo"; SCHWARTZ e BATT

separaram por filtração em gel um agregado, produto de congelamentos e descongelamentos repetidos.

Praticamente todos estes autores evidenciam agregado em produtos estocados na presença ou na ausência

de pequenas concentrações de soro albumína. Isso levou a investigar melhor a influência deste carregador

pioteico nas várias etapas que envolvem o mateterial marcado.

Entretanto, para outros autores ' , o principal responsável pela agregação neste tipo de

marcação é a cloramina T , que pode alterar a identidade química do resíduo do aminoácido terminal,

podendo mesmo quebrar pontes internas da molécula antes de ser inativada. O fato de o metabissulfito

de sódio não ter efeito no grau de agregação, mesmo quando usado em grande excesso, sugere que a

cloramina T é responsável pela alteração do peso molecular da proteína'3 1 1 . CERASI e cols.19'

consideraram o danificado como sendo principalmente o 1 3 1 I - H C H ligado à albumína e KERET e

cols. explicaram a imunorreatividade diminuída do hormônio, pela sua decomposição em fragmentos

e pela liberação de iodo.

Com base nestes aspectos, o presente trabalho foi desenvolvido, inicialmente estudando a reação
de iodação e as condições ideais para melhorar a sua tão famosa "pobre reprodutibilidade", usando
padrão altamente purificado de HCH fornecido pelo N I H .

160 í o T 1 » ) * 0 m é t o d o **• fMri1 i c a ç á o * tKOÍt™ rec*iu i 0 b r e • cromatografia em gel de Sephadex
G-75 ' ' • que pareceu a melhor maneira de separaçio. Os picos assim obtidos foram analisados
por discoeletroforese em gel de poliacrilamida, técnica que permite a separação de moléculas de acordo
com suas dimensões, forma e carga1371. Embora a eletroforese seja um dos métodos mais eficientes de
«paraçio dos componertei ionicos de uma mistura, o poder de resolução dos vários métodos
detroforéticos é bem variável. A discoeletroforese tem a vantagem de se poder ajustar o tamanho dos
poro» de um gel sintético, usando várias concentrações de ecriltmide (efeito da peneira molecular) a de
produzir bandas da ordem de 10 micrometros de espessura a partir da bandas Iniciais com a espessura da
ordem de centímetros. Pode-te alcançar desta forma uma maior resolução em corridas bem rápidas
permitindo o t i o da amostras bem di lu ídas 1 4 1 6 0 ». Em contrasta ao gal de amido, o gel da
poliacrilamida é termoertável a transparente, relativamente inerte do ponto da vista químico a com poros
da dimensão variável.

A eletroforest em gel de poliacrilamida, definida como um sistema físico ideal para a separação

de proteínas, foi mencionada por H U N T E R * 2 " em estudos sobre o hormônio folículc-estimulente.



6

usando gel a 5 \ . embora nio aplicada diretamente è técnica do RIE. CHALKLEY e TANNER1101

aplicaram um sistema similar para a determinação de anticorpos no plasma, sem incubação prévia,
promovendo a reação antfgeno-anticarpo entre duas camadas de gtt separadas. Recentemente este
procedimento foi utilizado para a separação das frações livre e ligada no RIE de HCH<3> em substituição
a outras técnicas tais como: detroforese em papel ou celulose. eromatoeletroforese128"571. precipitação
por adsorção em carvão*40531, separação por filtraçâo em gri de Sephadn G-SO ou &7S I 2 8 - 1 5 > .
precipitação por acetato de amõnio145' ou polietilenoglicol (PEG)(47> que não deram resultados tio
satisfatórios, provavelmente devido a uma separação incompleta das frações livre e ligada e a fenômeno»
de adsorção ou interferência do danificado seia na fração livre ou na ligada.

Na Hetroforese em gel de poltacrilamida a fração ligada sendo pouco maior que a game
gtobulrna m»gr» menos devido ao seu grande peso molecular. Muitas proteínas movem-se mais
rapidamente no gel que a gama globuiina e desta forma, podem ser facilmente separadas. O iodo. sendo
mais leve e mais negativo, migra mais rapidamente, bem como alguns componentes degradados de menor
peso molecular.

Numa segunda etapa, programou-se este estudo com o hormônio de crescimento humano
extraído c purificado nos laboratórios do IEA (SOMATORMON). • fim de ser avaliada a viabilidade dt
seu uso como padrão para marcação e respectiva imunorreatividade. o que em caso positivo seria
altamente proveitoso, dada a grande disponibilidade deste material recénvpreparado.

Nesta programação procurou-se estudar o comportamento do hormônio de crescimento humano
preparado no IEA sob varias condições durante a purificação com ou sem carregador, incluindo até as
chamadas "marcações falsas", isto é, simulacro da marcação na ausência de hormônio. Desta forma
estudaram-se as melhores condições de estocagem do produto purificado, para torné-lo utiKzévef o maior
«empo possível. O material presente no tubo central do pico do hormônio marcado foi fracionedo. sendo
parte Hofilizada. parte congelada e mantida a -20*C e parte mantida a 4*C. Também se estudou o efeito
da conoílamentos e descongelamentos múltiplos e o comportamento do Mof rtizado apôs ser dhaohrido e
mantido a 4*C

II - MATERIAL E MÉTODOS

if FeMTOW

HORMÔNIO OE CRESCIMENTO HUMANO

a) NIH-GH-HS 2002 F

NIH GH-HS 2160 E

Gentilmente fornecidos pelo Or. A. E. Wilhelmi. da Emory University (Atlanta -
Georgia).

b) HGH 1**IRP 66/217

da World Health Organization (WHO).

c) HGH-KABI - (CRESCORMON)

Ampolas com 4 U.I.

KABI Laboratories - Stockolm - Fornecido pela Astra Owfmlce do Brasil

Os padrões foram estocados a 20nC.
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2 - Material Biológico

a) Hipófises humanas obtidas do Departamento de Anatomia Patológica da Universidade d*
São Paulo e do Instituto Médico Legal.

b| Soro de cobaia

c) Anti-soro de cobaia anti-hormônio de crescimento humano distribuído pelo NIH. Dilufdo
1 2 000.

Todo material biológico foi estocado a -20°C.

3 - ReagentM e Soluções

a i - Soluções d* estoque para atotroforaaa em gel de poiiacrilamMa.

Solução A

TRIS Hidroxi-metIKamino-metano <C4H, ,NO, I Merck 36,60g
N,N,N',N'-T«trametiMilen<MJiamlna TEMED ( C , H t i N 2 ) Merck. 0,23 ml
HCI - :H 48,00ml

água desfiada q.s.p. 100 ml
pH 6,3

Soluçfo B

TRIS-HkJroximet^amlno-roetano 6,98 g
TEMED 0,46 ml
HCI - I N 48,00ml

águadestilada q.*.p. 100 ml
pH 6,7

Soluçfo C

AcritamkJa C,H f NO (Blo-Rad Laboratories) 28,00 g
N.N'-metlleno-btoecrllamWa BIS <C?H l0N,O,) Bic-Rad 0,735g
água destilada q.i.p. 100 mi

Soluçfc E

Rlboflevlna «Rocha» 4,00 mg
água dattilad» qj.p. 100 ml

toluefc F

SacaroM (J.T. B.kar) 40^)0 g
água destilada q.i p 100 ml
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Solução G

Ribof lavina 0,20 mg
Sacarose 8,000
Solução B 6,00 ml
água destilada q.».p. 10 ml

SoluçSo H

Acrilamida 600,00 mg
BIS 126,00 mg
água destilada q.».pt 1.0 ml

Corante

Azul de Bromofenot (Merck) - 0,1%. 10,00 mg
égua destilada q.i.p. 10 ml

Solução Tampão estoque - TRIS-GLICINA

TRIS-Hidroxi-metil-amino-metano 6,00 g
Glicina - (C ,H ,NO 2 ) Merck 28,80g
água destilada q>s-P> 1000 ml
pH 8,3

Solução estoque para fixacfo

Ácido trlcloroacéticoTCA(BerzooJ 60,00 g
água destilada q.i.p. 100 ml

Sokicfo para eobraçfo

CoomtHi* Brilliant Blu» R-250 (BioHad) 0,60 g
água daitilada q.i.p. 26 ml

Solução para dtaooloracfo

Acldo acético glacial (Baker) 70,00 ml
água dettilada q.i.p. 100ml

3.2 - SohioBai para Extração • Purificação do HCH

Tampão foffato da Sódio 0.03M -
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Solução A

Fosfato de sódio monobásico (N«H, P04 .H,0) 1 3 , 8 0 B
água destilada q.t.p. 500 ml

Solução B

Fosfato de sódio bibésico (Na,HPO4.12H,0) 7,16o
água destilada q.s.p. 100 ml

Tampão

Solução A 244,50 ml
Solução B 55,50 ml
água destilada q.s.p. 2000 ml

Tampão fosfato de potássio 0,1 M - pH 6,6 - NaCI 0,6M

Solução A

Fosfato de potáitio monobásioo (KH,PO4) 95,26g

água destilada q.s.p. 3500 ml

Solução B

Fosfato de potássio bibésico |K,HPO4) 69,67 g
água destilada q.s.p. 2000 ml

Tampèb

Solução A 2812,5 ml
Solução B 1687,5 ml
NaCI 262,98 fl
NaN, (Merck) 1,80g
*gua destilada q.s.p. 9000 ml

SoluçSo «turada de sulfato de amAnto

(NH4) ,S04 796,50o
água destilada a 4°C , q.i.p. 1500 ml

3.3 - Soluções para lodaçfo, Puriftoçfo do HCH*« Ineubaçio

Tunpfo fosfato de sodlo - 0,6M - pH 7,4

Fosfato de sódio monobásioo 0,4486o
Fosfato de sódio bibátlco 7,8983 o
água destilada q.i.p. 60 ml
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Tampão fosfato de «Mio - 0.05M - pH 7,4

Diluição do tampão anterior 1:10

Tampão veronal - 0,1 W - pH 8,6 - estoque

Árido dietil barbitúrico ( ^ H u ^ O j ) 3,7680
Barl>italscx!ico(C6HI1N,NaO3) 16,400g
água destilada Q-»-P- 1 0 0 ° m l

Tampão veronal - 0.025M - pH 8,6 - 0,25% SAB - 1% m o de oobeia

Tan tão veronal 0,1 M - estoque 250,00 ml
St.ro aihiimiiM hovina Fração V - SAB (Sigma) 2,F0g

Soro de Cobaia 10,00 ml
íqua destilada q-f.p. 1000 ml

Tampão veronal - 0.025M - pH 8,6 - 1% SAB

Tampão veronal - 0,1M - estoque 2S0,0u ml
SAB 10,00 g
água destilada <M»P* 1000 ml

Cloramina T

Ctofamina T (C,H,CiNNaO,S.3H,O) Merck 5/)mg
Tampão fosfato de «ódio - 0,05iv1 - pH 7,4 1,0 ml

MetabiMurfrto de sódio

Metíbiswlfito de sódio | N i , S , 0 t ) - Cario Erbe 10,0 mg
Tampão fosfato de sódio - 0.05M - pH 7,4 1,0 ml

kxfeto de potássio

Kl - «Cario Erba) 10,0 mg
Tamplo fosfato de «ódio - 0,05M - pH 7,4 1,0 ml

HCH para kxtaçfa - Sohiçlo 1 mg/ml

Hormônio llofillzado, dlisoMdo em tamplo de foffato de «ódio - 0.06M - pH 7,4 no d to da todaoJò.
Azul dextrtn (Pharmacia) 1,0 mg
Tamp*) vtronal - 0.026M - pH 8,6 - 1% SAB 1,0 ml
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4 — Procedimento Experimental

4 1 - Eletrofome '.m Gel de Poliacrilamida

Usou-se o método de D A V I S 1 1 2 1 e C R N S T E I N 1 3 9 1 modificado segundo BARTOLINI e

cols.131.

4.1.1 - Polimerizaçio do Gel

Cilindros de vidro (11 cm x 0,72 cm) abertos na* duas extremidades com 0.5 cm de diâmetro

interno são vedados em uma das extremidades com "parafilm".

O gel de separação é preparado em tubo de ensaio, seguindo as seguintes proporções da»

soluções de estoque, resultando em uma concentração final de 7% em acrilamida com tamanho de poro

de aproximadamente 50 A 1 3 9 1 :

1 A + 2C + 4 égua destilada + I E

Agita-se o coloca-se a solução nos cilindros com pipeta Pasteur, delicadamente, para evitar a

formação de bolhas de ar. É conveniente colocar, previamente, a solução em sistema de vácuo, para

•liminar as bolhas. Ajusta-se a solução a uma altura de 9,3 cm e com o auxílio de uma pipeta Pasteur,

de ponta curva e muito fina; colocam-se sobre a solução cerca de 100^1 de água destilada, sem formar

turbilhão, para evitar a formação de menisco no gel, o que acarretaria bandas de separação irregulares.

A estante contendo tubos é colocada a 7 cm da fonte de luz fria, por 30 minutos, para a

polimerização do primeiro gel (Figura 2 ) . Retira-se a água, secando com papel absorvente.

Para a polimerização do gel da amostra, os reagentes slo introdwzidbs com mteropipeus da
vidro, na seguinte ordem:

- Solução G 75 <i»

- Soro de cobaia • • • M

- Azul de bromofanol 6jil

- Amostr» 200»il

- Soluçío H

Total

Quando o volume da amostra 4 menor qua 200 jil, completa-se com tampio veronal - 0,025 M

- pH 8,6 - 0,25% SAB - 1% soro de cobaia.

Colocam-se novamente, lOOpl de água destilada a, slo necessários 30 minutos, nas mesmas
condições descritas, para a polimerizaçio do segundo gel qua tarn uma concentreçfo final da 2% am
acrilamida. Retira-se a água, coloca-se "parafilm" na extremidade superior a faz-se a contagem prévia da
quantidade de 1 2 B I de cada amostra colocada no gel, antas da eletroforese, analisando no Contador
Gama, com o gel colocado invertido no tubo da contagem.

Em alguns casos nao há necessidade da polimerizaçio da amostra, que á aplicada diretamente

sobre o primeiro gel, á qual adicionam-ta 5pi da bromofenol 0,1% a 20pi da soluçio F.

41.2 - Eletroforese
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SISTEMA DE POLIMERIZAÇAO EM GEL DE POLIACRILAMIDA

Figura 2 - EfMnta com oi Tuboi Contando o Gal da Saparaçfo Já follmariiado a at Soluçoat, do Gal
da Amoffra (parta «jparior), a Stram Submatidai è Pollmarliaçto pala Açfc da Luf
Fluoratcanta Colocada Atríi da Erunta a uma dlttlncla da 7 cm.
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Retiram-se os "parafilms" e a eletroforese é feita usando-se "Gel Electrophoresis Cell"

(F-igura 3) com tampão tris-glicina diluído 1:10 a 2 mA por gel.

A voltagem nunca deve exceder 200 V, pois há indicações que diferenças de potência alta*

podem interferir com a estabilidade da amostra.

A eletroforese é interrompida quando a banda do azul de bromofenol usado como traçador se

encontra a cerca de 2 cm de extremidade inferior.

4.1.3 — Fracionamento do Gel e Análise

O gel é retirado do cilindro de vidro com auxílio de injeção contínua de água destilada usando

seringa plástica e agulha longa e fina. Corta-se com bisturi o gel da amostra (primeiro segmento) e o gel

de separação é fracionado em segmentos de 0,7 cm com o "Electrophoresis Gel Slicer" (Figura 4) . Ao

cortar o gel, deve-se ter o cuidado de seccionar no meio a banda do traçador. Assim, a banda de

albumina fica toda em um segmento, ou parte em cada segmento, padronizando-se então uma maneira

de cortar o gel, para que os resultados possam ser comparados. Estas posições são assinaladas nos

gráficos e são parâmetros importantes para análise dos resultados.

Para evitar problemas de contaminação, os segmentos são envolvidos em pedaços descartáveis de

papel alumínio, e são analisados no contador gama por 10 minutos. A elrtroforese deve ser feita no

mesmo dia em que o gel é polimerizado.

Em alguns casos, o gel não é fracionado, sendo colocado em um tubo de ensaio

( I S c m x 1,5 cm), marcando-se com bisturi a posição do traçador. Adicionam-se 15 ml de TCA a 12,5%

(a partir da solução estoque diluída 1:4) para a fixação e, apôs 30 minutos, cora-se com 0,4 ml de

Coomassie brilliant blue a 2%. No dia seguinte, descora-se com ácido acético a 7%, trocando duas vezes

ao dia, durante três dias.

Calcula-se a taxa de migração (Rm) para cada banda, dividindo-se a sua distância em milímetros,

a partir da origem, pela distância de migração do traçador, marcada com o corte feito no gel antes da

fixação.

4.2 - Extraçfo e Purificação do HCH

O método de ROOS e cols. '4 2 1 usado para ax tração e purificação do hormônio de crescimento

humano a partir de hipófises congeladas, foi escolhido por ser mau simples, possibilitar maior

rendimento e melhor purificação e também devido ao baixo nível de antígenicidede produzido por esse

« t r a t o no tratamento do nanismo hipofisário1231.

4.2.1 - Extração

Duzentas e quarenta hipófises humanas, coletadas por rwcrópsia no Instituto Medico Legal d *
Slo Paulo, foram limpas e mantidas congeladas totalizando 100 gramas.

O material é descongelado, homogeneizado no "Virtis Homogenizer" por dois minutos com
água destilada a 4°C, na proporção de 3 ml de águi por grama de glândula. Agita-se continuamente por
duas horas (agitador mecânico) e centrifuga-se a 18000 g por 10 minutos.

Decanta-se o sobrenadante ( I A ) .

Faz-se nova extraçfo do resíduo usando templo fosfato da sódio - 0,03M - pH 6,2 na

proporção de 6 ml por grama de glândula. Agita-se • centrifuga-se nas mesma» condições. Junta-se o
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CUBA PARA ELETROFORESE

Ftfun3



SISTEMA MANUAL OE SEGMENTAÇÃO DO GEL
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sobrenadante obtido <2A) ao anterior. Lava-se o resíduo com 1/4 do volume anterior do mesmo tamplo;
agita-se e centrifuga-se, guardando o sobrenadante junto com os demais (3A). Repete-se a mesma
operação usando a metade do volume anterior, agitando-se e centrifugando, resultando o sobrenadante
4A.

Todas as etapas são realizadas a 4°C.

O sobrenadante total A é filtrado em lã de vidro para remoção 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 peristálticas LKB. com agitação contínua, igual volume de solução saturada de sulfato de
amònio, preparada também a 4°C. Apôs a adição do sulfato de amõnio continua-se a agitação por mais
uma hora, com a formação de um precipitado denso.

Centrifuga-se a 10 000 rpm, por 10 minutos. Dissolve-se o precipitado em 200 ml de tampão
fosfato de sódio 0.03M - pH 6,2 e dialisa-se contra água destilada a 4CC, por 48 horas, num recipiente
de vidro de 38 litros com agitação magnética contínua, usando-se saco de diálise "Visking". O material
resultante, que é então liofilizado, contém as proteínas hormonais e não hormonais extraídas das
glândulas.

O hormônio de crescimento existente no liofilizado foi extraído com tampão fosfato de
potássio 0,1 M - pH6,6 contendo NaCI - O.SM diluído 15. Foram feitas quatro extrações,
respectivamente com 50, 30, 20 e 15 ml do referido tampão, cada qual mantida duas horas em agitação
e centrifugada a 10 000 rpm por 10 minutos, resultando os sobrenadantes IB, 2B, 3B e 4B.

O sobrenadante total B foi concentrado por ultrafiltração em membrana "Oiaflo PM-10"
(Amicon) até se obter um volume final de 36 ml.

A dosagem das proteínas dos sobrenadantes, realizada pelo método de LOWRY e cols.
pode ser vista na Tabela I.

(36)

Tabelai

Doagem de Proteínas not Sobrenadantes Obtido* Durante a* Extrações de HCH

Sobrenadante

IA

2A

3A

4A

IB

2B

38

4B

Volume
(ml)

310

505

120

70

34

20

12

17

Proteína

(g)

10,538

2,247

0,302

0,214

2,830

0,450

0,377

0,638
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4.2.2 - Purificação por Cromatografia Ascendant* em Saphadax G-100

O concentrado ohtido na etapa anterior, contendo 2,621 j de proteína é aplicado a uma coluna
de 5 cm x 90 cm (Phaimacia), com paredes duplas que permitem refrigeração pela circulação de água a
4°C. O gel de Sephadex G 100 foi previamente entumecido com tampão fosfato de potássio 0,1M -
pH 6,6, durante 24 horas. Foram feitas quatro trocas, com aspiração das partículas finas dos
sobrenadantes, usando se ump bomba de vácuo. O gel foi então mantido a 70 C, em banho-maria, sob
agitação, em kitassato acoplado à bomba de vácuo para eliminar as bolhas, por duas horas. A seguir,
realizou-se e empacotamento da coluna. A eluição é feita com o mesmo tampão num fluxo de
43 ml/hora e são colhidas frações de 15 m l ' 1 ' 2 2 ' . O elufdo pa:;a por um sistema ultravioleta, LKB
"Uvicord"8 300 II acoplado ao coletor automático LKB, no comprimento de onda de 280 m^ , para
detecção dos compostos proteicos. As frações colhidas são analisadas paralelamente no espectrofotometro
Zeiss, no mesmo comprimento de onda. Separam-se, essencialmente, quatro picos (Figura 5).
As atividades radioimunológica e biológica do hormônio de crescimento são encontradas
principalmente no Pico 3.

Para uso clínico faz-se um "pool" desse pico que, após diálise é liofilizado em condiçOes
estéreis. A fração central do Pico 3, liof ilizada à parta e equivalente a. aproximadamente, 50 mg de pó
ativo, deve corresponder à forma monomérica mais pura do HCH, podendo servir para marcação com
isótopos e como possível padrão para radioimunoensaio.

4.3 - Marcação do HCH com 1 2 5 I

4.3.1 - Técnica de lodação

A iodação foi efetuada em tubo de ensaio de fundo cônico, de 70 mm x 10 mm, baseado no
método de GREENWOOD e cols.119 '29 ' . Os reagentes foram adicionados na seguinte ordem e
quantidade, utilizando micropipetas descartáveis "Clay Adams", sob agitação noderada e contínua, com
o uso de microimã:

- Tampão fosfato de sódio - 0,5M - pH 7,4 40/i l

- Na ' 2 5 I (aproximadamente 1 mCi) 1 • 3^1

- HCH (5pg) 5jil
- Cloramina T (50 Mg) 1 0 M I
- Metabissurfito de sódio (200 pg| 20 pi
- Kl (2 000 /ig) 200*il

A quantidade de iodo radioativo variou de acordo com a atividade específica de cada partida. 0
intervalo entre a adição dos reagentes foi de poucos segundos, tempo suficiente para as pipetagerts. A
mistura foi agitada no "Vortex" e imediatamente aplicada a uma coluna de Sephadex G-75, com uso de
pipeta "Oxford" para a purificação. O tubo de marcação foi lavado com a soluçío de azul dextran.
Antes, porém, foram retirados com micropipeta "Clay Adams" (micropipeta 1) 10/il da mistura •
adicionados a 990*11 de tampJo veronal 0,025M - pH 8,6 - 1% SAB (sduçfo 1). A soluçío 1 foi
agitada no "Vortex", sendo retirados 10 pi com uma micropipeta de vidro (micropipeta 2) e adicionados
a 200 *il do tampão veronal 0.025M - pH 8,6 - 1% SAB (solução 2).

4.3.2 - PurWicaçfo por Cromatograf ia Descendente em Sephadex G-75

Baseando-se no trabalho de CERASI e cols.191, a purificação foi efetuada em coluna de vidro
com dimensões de 48 cm x 2 cm, feita nas oficinas do I.E.A. A fim de melhorar a eficiência da
stperaclo, aumentou-se 13 cm no comprimento da coluna descii o no trabalho citado (36 cm).
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CROMATOGRAMA DA FILTRAÇAO EM GEL DE SEPHADEX G-100 DO

EXTRATO DEHtPOFISES HUMANAS

A b» orb ft n do
a M O n m

S.O

1,0

« 0 0 1X00 liOO 1400 ml

Figura 5 - A Fracio Central do Pico 3 Referente i Forma Monomérica do HCH Contém a Maior
Atividade Biológica do Produto.
Tampão Fosfato de Potássio 0,1 M - pH 6,6 - N«CI 0,5M
fluxo: 43 ml/hora
fraçfiet: 15 ml
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O gel de Sephadex G 75 foi equilibrado com tampão varonal 0.02SM - pH 8,8 - 1% SAB. da
mesma maneira descrita no item 4.2.2. A eluiçSo foi feita com o mesmo templo, num fluxo da
12 ml/hora, mantido por bomba peristiltica LKB e foram colhidas frações de 2,0 ml, usando coletor
automático refrigerado LKB. De cada fração foram retirados 25/il com micropipeta dt vidro, para
análise no contador gama, observando-se a posição do azul dextran nos eluatos.

43.3 - Cálculos

4.3.3.1 - Recuperação

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

(V -10)
A = {[<S + M2) x 100 + M,] x —rr— } - <R+P)

Onde:

Onde:

10

S representa as cpm da solução 2,

M, as cpm da micropipeta 1,

M2 as cpm da micropipeta 2,

V o volume da marcação,

R as cpm do recipiente da marcação com o microimf e

P as cpm da ponteira Oxford.

A atividade total recuperada (T) é obtida pela fórmula: .

T = I 80 Y.
1 = 1 '

Y representa o valor das cpm em 25/il de cada fraçlo, descontando-se o BG,

80 é o fator de diluição (25 /JI em 2 000pi) •

n é o número de frações.

A porcentagem de recuperação IR) é oada por:

R = — x 100
A
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4 . 3 . 3 J -

SJo obtidos três picos principais bem distintos na segu.nte ordem: hormônio danificado,
hormônio íntegro e iodo livre. Calcula-se a porcentagem de cada um, em relação ao total recuperado. O
rendimento da marcação de proteína é dado por:

ilüL.-oo

Onde:

PI é a soma das cpm das frações do pico de hormônio danificado, dascontando-sa o BG,

Pll é a soma das cpm das fraçdes de hormônio íntegro, descontando-se o BG.

43.3.3-PorcaM

£ dada por:

taaam da Hormônio Danificado

PI

PI + Pll
100

Os cálculos nos dois últimos itens sio feitos da meneira elástica, considerando o PI conno
derivado somente do hormônio danificado.

4^3.4 — Toste de ImunoffeatívidBde do HCH o Setacjfo dai CondiçBos Otimae pars o EINBJO

Apôs cada iodaçSo é necessário testar a imunorreatividede do produto obtido. O HCH* 4
incubado tem anticorpo (controle 1) com excesso de anticorpo (controle 2) a com dikiipSes crescentes
do mesmo, para qua sa possa determinar qual a dikriçfo do anticorpo que corresponde a uma ralaçio da
hormônio ligado (B) para o hormônio livra (F), em torno de 1.

43.4.1-Protocolodo Ensaio

Hã Tabela II está esquemetizado o procedimento para a determinação da diluição ótima do
anticorpo.

O tubo da número um (controla 1), contém «panas o HCH* O tubo da número dois (controla
2) contém excesso da anticorpo. Os demais tubos contam anticorpo am diferentes diluições.

A» diluições do anticorpo foram feitas usando tampfo diluente (veronel 0,025M - pH 8,6 -
0,28% SAB - 1% toro da cobaia). 0 HCH* é diluído no mesmo tampfo, para obtenefo de
aproximadamente 2 x 10* cpm contidas em IOOJJI. A incubado tf mantida • 4*C, por um período da 3
c S dias, em um volume total da 1 OOOpl. Somente 200pt da incubeefo sfo usados am cada
determinação na EGPA, o qua possibilita cinco testei tletroforétiem, • diferentes tampos da Incubacfo.



Tabalall

Protocolo do Eratio para Datarmlnaçfo da Düuiçio Ótima do Anticorpo

Tubos

n?

1

3

4

S

6

Diluição do AC

1:10'

15x10*

1:10*

15x10*

1:107

AC nas Diluiçõas

Indicadas

04

800

800

800

800

800

Tampão Diluente

(Ml)

900

100

100

100

100

100

HCH» (pi) Diluído 1:100

a 2 x 10* cpm

100

100

100

100

100

100

Vtolunw total da incubacab: 1 0 0 0 M > por tubo
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43 .4 .2 - Separação das FraçoM Livre (F) e Ligada (B)

É feita usando a eletroforese em yel de poliacrilamida como descrito anteriormente. Nestas

condições de separação, o complexo HCH 'AC permenece quase todo no gel da amostra, enquanto O

HCH* livre migra na frente, um pouco antes do traçador.

hormônio marcado pode, às vezes, apresentar picos indesejáveis referentes ao material

danificado, que foram denominados D l , D2 e D3 (Figuras 6 e 7). O D l interfere com o complexo

HCH'AC e por isso sua contribuição precisa ser descontada nos cálculos. O D2 nem sempre está

presente e pode ser detectado por sua caracter (stira de não possuir imunorreatividade, coincidindo com •

posição do H C H * livre e da SAB. 0 D3, que $a acima do tracador, pode ser eliminado graficamenta e

não interfere no valor das frações livre e ligada, quando se usa gel de 11 cm de comprimento (Figura 8) .

Inicialmente, usando gel de 8 cm, o D3 não so separava completamente (Figura 9) .

4.3.4.3-Cálculos

Os eletroforetogramas são realizados com as cpm dos segmentos. Somam-se este* valores

descontando-se a radiação de fundo, obtendo-se, assim, a radioatividade total (T).

Calcula-se o D l . , através da formula:

Dl
D 1 , = T, x

onde o índice c indica o valor correspondente ao gel controle 1 (na ausência de AC).

Separam-se os picos e somam-se as contagens de cada um, obtendo-se:

B'j - antfgeno ligado incluindo D l

Fj — antfgeno livre

0 valor real da fração ligada (B.( para cada gel é dado por:

B, = B- - D l ,

Para o gráfico da diluição ótima, usa-se a porcent/jgem de ligação (% B.l, dada por:

% B.

' B ,
x 100

Com estes valores, tem-se uma curva cujo aspecto geral pode ser visto na Figura 10.
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POSIÇÃO DOS VÁRIOS COMPONENTES NO GEL DE POLIACRILAMIDA

de unostra

( jc l d p Sf-p.-irri',.11

B

I•int korpo

Imi* livre

Vi
f/ Posição do
VA Dl

I Posição do
Dl

Posição do
I DJ
jfcsicaodo

Figura 6 - A - Gal Ante* da ElatroforaM
B - Gel Apóta Etotroforeie da Amoftra com Anticorpo
C - Gel Apoi a Eletroforate da Amoitra iam Anticorpo Mostrando oi Pontais Danificadot

(D1,D2 e D3)
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REPRESENTAÇÃO GRÁFICA DOS VÁRIOS COMPONENTES OBTIDOS NO

GEL DE POUACRILAMIDA

cpm X 10

10 -

5 -

10 -
SAB segmento

SAB segmento

3AB segmento

Flgur»7 - Elatroforatograma Mostrando ai Poiiçõw CorraipondantM ao HCH# Livra (F), ao HCH»
Ligado ao Anticorpo (B) «80 0 1 , 0 2 , 0 3 a 1 2 6 I
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ELETROFORETOGRAMAS DO t25IHCH(NIH) INCUBADO À DILUIÇÕES
CRESCENTES DE ANTICORPO EM GEL DE 11 cm

cpwXIO

CONTROLE AC I>IO

ÂC

1 - *

AC 1 1 0

ttflmtnfo

Figura 8 - A Saparaçlo das FraçSas Livra (F| a Ligada (B) foi Falta em EGPA



ELETROFORETOGRAMAS DO 125I-HCH(NIH) INCUBADO A DILUIÇÕES

CRESCENTES DE ANTICORPO EM GEL DE 8 cm.

epm X IO

9

4 -

CONTROLE AC 1 - 6 X 1 0

AC 1 0 X 1 0

Mgmtnto

AC I ' I O

••gmtnto

AC MO

••gmtjtfo

Figura 9 - A SaparaçJo dai FraçBas Livra a Ligada foi falta am EGPA



%B DETERMINAÇÃO DA DILUIÇÃO ÓTIMA DO ANTICORPO PARA O 12SI-HCH(NIH)

100

so

IOf

1/diluição do AC

A Separação das FraçSet Livre (F) e Ligada (B) foi Feita em EGPA (Figura B). A Partir Desta Curva Fixou-te como Sendo 1: 1,66 x IO4 a
Dlluiçfoóthna do Anticorpo para ette Hormônio Marcado 'porcenugem de ligação de 50%)
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4.4 — Técnica de Radioimunoensaio

A U -nica foi baseada no trabalho de BARTOLINI e cols.l3). modificando-se o comprimento do
gel de 8 cm para 11 cm.

4.4.1 - Curva Padrão

A curva padrão é obtida usando o HCH(WHO), padrSo de referência para radioimunoensaio,
numa faixa que varia de 0 a 20 ng/ml (Figura 11). Foi feito um estudo comparativo usando se o padrfo
cie HCH(KABl).

4.4.2 — Protocolo do Radioimunoensaio

O protocolo do radioimunoensaio pode ser visto na Tabela I I I . O tubo de número um (control*
1) contém apenas o HCH*. O tubo de número dois (controle 2) contém excesso de anticorpo. O tubo dt
número três (controle 3) contém excesso de HCH padrão. Os demais tubos contém HCH padrSo nas
concentrações de zero a 20 ng/ml.

A separação das frações livre e ligada é feita conforme descrito no item 4.3.4.2.

4.4.3-Cálculos

Analisando-se a ligação inespecífica e a presença ou nlo do 02 e 03, pode-se decidir sa o ensaio
é válido ou não. Os cálculos são feitos como descrito no item 4.3.4.3., preferindo-se, entretanto, usar a
relação B/F ao invés da porcentagem de ligação (% B).

6 ~ AfMreJhos

- Coletor automático refrigerado LKB

- Bomba peristáttica LKB

- LKB Uvicord 8 300 II (LKB Producter AB - Bromma - Sweden)

- Eipectrofotòmetro automático de cintilografia - Tipo poço, com cristal da Nal (TI)
(Nuclear Chicago Corporation).

- Balança analítica Mettler H207 (Zurich - Swissl

- Virtis homogenizer "45"

- üofilizador Virtis - modelo NO.10-146 MR-BA - série 1538

- Agitador magnético Amico i

- Sístena de ultrafiltração Amicon, com membrana Díaflo PM 10

- Centrlftga Sorvall (automatic superspeed RC-2-B)

- Espectrofotòmetro Zeiss PM II (Carl Zeist - U.V.)
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CURVA PADRÃO DO RADIOIMUf*OEK"AIO DE HCH

B/f

20

20 ng/ml
40 tf IU/ml

F.gura11 - Padrão de HCH da WHO (IRP 66/217). A Separação das Frações Livre e Ligada foi Feit.
em EGPA



TatMla I I I

frotooolo da Radioimunoantaio

Tubo»

n9

1

2

3

4

S

6

7

8

Tampão Oiluanta

(Mtt

900

100

100

AC na Diluição ótima

800*

800

800

800

800

800

800

HCH

(100 M»

10000.0 ng/ml
20 000 MUl/ml

0 ng/ml

2.S ng/ml
5 MUl/ml

6,0 ng/ml
10 MUl/ml

10.0 ng/ml
20 MUl/ml

20,0 ng/ml
40 MUl/ml

12SI-HCH Diluído 1:100
2 x104 cpm

100

100

100

100

100

100

100

100 '

DHuMo 1:10s (aacano da anticorpo)
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Agitador mecânico corr. hélice rotativa

Agitador Vortex

Lâmpada fluorescente para polimerização, com 15 W e 110 V

Gel electrophoresis cell - modelo 150A (Bio-Rad Laboratories)

Electrophoresis gel slicer - modelo 190 (Bio-Rad Laboratories)

Bomba de vácuo

III - RESULTADOS

1 — Hormônio de Crescimento Humano do N< tíonal Institute of Health marcado com 1 2 5 I —
125I-HCH(IMIH)

1.1 - Purificação em Gel de Sephadex G-7S

A Figura 12 mostra o cromatograma da filtracão em gel de Sephadex G-75 do 125I-HCH(NIH)
após a iodação, na qual separam-se quatro picos.

O Pll corresponde ao hormônio marcado puro, o que pode ser comprovado por sua total
ligação com excesso de anticorpo (diluição 1:10s) como pode ser visto na Figura 13.

O PIV, submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida, mostra um pico na mesma posição do
Na 1 2 6 I quando submetido à mesma análise eletroforética (Figura 14).

0 PI, denominado pela maioria dos autores pico de hormônio danificado, foi estudado mais
detalhadamente, a fim de se estabelecer a sua real natureza.

O PI I I , algumas vezes ausente, também não tem sua natureza bem determinada.

Logo após a purificação, os picos de interesse foram estocados.

1.2 - Estudo Eletroforético do* Picos Obtidos na Purificação

Uma amostra de fração central de cada pico, visto na Figura 12, foi submetida i EGPA
imediatamente após a purificação e dois, três e seis meses depois. A EGPA das amostras logo após •
purificação 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 na posição da
SAB, degradado 2 (D2) e pequena quantidade de degradado 1 • 3 (01 e D3) imediatamente após a
purificação. No decorrer do tempo houve aumento do pico do iodo.

0 eletroforetograma do Pll, 1 2 5 IHCH(NIH) submetido a eletroforese logo após • purificaçfo,
mostra um pico único coincidente com a posição da SAB (Figura 16). Os eletroforetogramas seguintes,
realizados respectivamente dois, três a seis meses após a purificação mostram o processo gradual da
desiodação a formação de 01 .

Deve-se notar que, nessas eletroforeses, realizadas nos diferentes tempos após a purificaçfo, a
posição ocupada pelo 02, oriundo do PI (Figura 15), coincide com a do hormônio puro, proveniente do
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CROMATOGRAMA DA FILTRAÇAO EM GEL DE SEPHADEXG-76 DO

• 125I-HCH(NIH) LOGO APÔS A lODAÇAO

cpm X IO

3 "

Ji

PU

PIV

PIII
20 40 6 0 80 140 ml

Figura 12 - Timpêo Vtrorwl 0,026M - pH 8,6 - 1% SAB
fluxo: I2ml/hon
Uaçòt%: 2 ml
frtçôw: 6 ml (• ptrtir d« 80 ml)
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ELETROFORETOGRAMAS DOS PICOS I E II OBTIDOS NA FILTRAÇAO EM GEL DE SEPHADEX

G-75 DO 126I-HCH(NIH). DETERMINAÇÃO DA IMUNORREATIVIDADE

B

PICO II

2 .

I •

cpm X 10

6 jcpmXIO*

2

••gmenfo

PICO 1

SAB
i K i

••gmtnto

Ftgura 13 - A - El«rofor«w Control Rnlludat com n Amoflrt» do PI • PM M«n Anticorpo.
B - ElatroforatM etas Amoitrw do PI • Pll Incubada* com Anticorpo Diluído 1:10'
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E LETROFORETOGRAMAS COMPARATIVOS ENTRE O Na 1 2 * l E O PICO IV OBTIDO NA

PURIFICAÇÃO DO 1 2 6 I HCUNim EM GEL DE SEPHADEXG-75

Z -

I -

cpmXIO

I2S
No I

PXV

SAB SAB Mgmtnto

Ftjurt14



35

ELETROFORETOGRAMAS DO PICO I OBTIDO NA FILTRAÇAO EM GEL DE

SEPHADEX G-75 DO 125I-HCH(NIH)

PICO I
B

X 10

4 -

segmento

12 I cpm x 10 C

ttgmtnto

Figurais - Eletroforesss do PI Realizadas em Diferentes Tempos:
A - logo após a purff icaçiò
B - 2 meses após a purif icaçfo
C - 3 meses após a purificação
D - 6 meses após a purificação
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ELETROFORETOGRAMAS DO PICO II OBTIDO NA FILTRACAO EM GEL DE
SEPHADEXG-75 DO 125IHCH(NIH)

PICOU

12 jcpm X IO e j cpm X IO

2 i

B

segmento «egmtnto

. c p n X I O

SAB 4

fegmtnfo

12

•tgmcnto

Figura 16 - Eletroforwe» do Pll Realizada! am DifarantH Tampos.
A - logo apói a purif icaçio
B-2m«M»ap6»apurtflcaçfo
C - 3 matas após a purlf icaçfo
D - 6 mete» após a porKIcaçio
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PII (Figura 16). Por esse motivo uma pequena alíquota dos picos I e II foi incubada com o anticorpo,
nas condições previamente descritas e então submetida à EGPA. Nota-se que, embora ambos migrem até
a mesma posição no gel, posição da SAB, houve muito pouca ligação da amostra do PI (D2) com o
anticorpo (Figura 13).

A Figura 17 mostra os eletroforetogramas do PIII.

A medida que se efetuaram os ensaios no segundo, terceiro e sexto mês após a purificação,
observou-se um pico de radioatividade (D3) localizado após o traçador (indicado por setas), um aumento
do pico do iodo e o aparecimento de um pequeno pico na posição da SAB (D2).

A Figura 18 referente ao PIV identificado como I nos eletroforetogramas da Figura 14,
mostra os picos de I situados dois ou três segmentos após o traçador e o aparecimento de um
pequeno D3 no sexto mês.

1.3 — Repurificacão

Como pode ser visto na Figura 16, o hormônio marcado (Pll), tempos após ser purificado,
sofreu processos que resultaram no aparecimento do Dl e iodo livre.

Uma repurificacão em gel de Sephadex G-75, do Pll mantido um mês a -20°C está representada
graficamente na Figura 19. Nota-se a separação dos quatro picos, cujas posições aproximadamente, são
coincidentes com as da primeira purificação (Figura 12).

As Figuras 20 e 21 mostram, respectivamente, a purificação do mesmo hormônio submetido a
uma marcação, e a repurificacão do Pll após 20 dias de estocagem a 4°C.

Pode-se notar na Figura 21 que após a estocagem a 4°C houve aparecimento dos quatro picos
característicos, estando o RPIII bastante aumentado quando comparado ao RPIII da Figura 19, relativa à
estocagem a -20°C.

A Figura 22 mostra a comparação das análises eletroforéticas em gel de poliacrilamida de Pll
(Figura 12) e RPM (Figura 19). Para testar a imunorreatividade do RPM, procedeu-se à incubação com
diluições crescentes de anticorpo, logo após sua repurificacão e um més após a mesma, o que
correspondeu respectivamente a um e dois meses após a marcação. A Figura 23 compara estas curvas de
diluição ótima, com a obtida após a purificação (Pll), mostrando que, o produto repurificado, mesmo
quando estocado durante um mês, apresenta boas condições de ligação.

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

1.4 - Estudo Sobra a Imunorreatividade do 1 2 5 IHCH(NIH) • do HCH(WHO) nlo Marcado

Quatro amostras de una mesma partida de HCH(NIH) marcado em datas diferentes
apresentaram um padrSo normal á* eluiçJo na purificação em gel de Sephadex. Porém a eletroforese das
frações correspondente ao hormônio marcado puro (Pll), revelou picos cujas posições nlo coincidiam
com a de SAB e essas preparações marcadas nSo apresentavam imunorreatividade, quando incubadas com
excesso de anticorpo. Este fato pode ser visto na Figura 24. Cumpre salientar que •tia pertiot de
hormônio liofilízado vinha sendo usada há seis meses, proporcionando ótimos resultados.

A Figura 25 mostra um estudo feito com o hormônio da WHO, padrfo de referência par* RIE,
estocado em soluçfr i -20°C, revelando a perda gradativa de imunorreatividide em função do tampo da
«tocagem, após ter sido dissolvido. Nota-se também que após roucos dias de estocagem am toluçlo, a
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ELETROFORETOGRAMAS DO PICO III OBTIDO NA FILTRAÇÃO EM GEL DE

SEPHADEXG-75 DO 125I-HCH(NIH)

PICO III

16

12

4 •

cpm X

•»« .

2
10

1
— ' S A B

A

1

t

B

< ^
/D2

SAB
i X i

/DS\

t
sagmcnto

12 -

4 •

125,

••gmtfite

Figura 17 - Elctroforesetdo Pico III Realizadas em Diferente» tempos:
A - logo spot • purificação
B - 2 metes após a purificação
C - 3 meses após a purificação
D - 6 meses após a purificação
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ELETROFORETOGRAMAS DO PICO IV OBTIDO NA FILTRAÇÃO EM GEL DE

SEPHADEXG-75 DO 125I-HCH|NIH)

2 -

I •

PICO TV

e -

4 -

2 •

cpm X IO

B

segmento

SAB

segmento

cpmxio
6 -

2 •

12 -

8 A B segmento • * • segmento

Figura 18 - Eletroforeses do Pioo IV Realizadas em Diferantei Tampo*:

A - logo após a purificação

B - 2 matei apói a purificação

C - 3 meie* após a purificação

D - 6 meies após a purificação
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CROMATOGRAMA DA REFILTRAÇAO EM GEL DE SEPHADEXG-75 DO PICO II DE
125I-HCH(NIH) ESTOCADO DURANTE 30 DIAS A -20°C

3 -

2 .

I •

cpm X 10

1

RPII

20 TAD 40 60 00 140 ml

Figura 19 - Efta Rafiltraçlò Rafara** ao PM da Figura 17
Tampão varonal 0.026M - pH 8,6 - 1% SAH
fluxo: 12 ml/hora
fraçoai: 2 ml
fraoSm: 6 ml (a partir dt 80 ml)
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CROMATOGRAMA DA FILTRAÇÃO EM GEL DE SEPHADEXG-75 DO 126I-HCH(NIH)

LOGO APÓS A IODAÇAO

cpmx IO

8

6 -

4 -

2 -

II

PII P1V

PI II
60 • O 140 ml

Figura 20 - Tampão Varonil 0.025M - pH 8,6 - 1% SAB
f luxo: 12 ml/hora
fraçôai: 2 ml
fraçBai: 6 ml (a partir da 80 ml)



CROMATOGRAMA DA REFILTRAÇAO EM GEL DE SEPHADEXG-75 DO PICO II

DE 125I-HCH(NIH) ESTOCADO DURANTE 20 DIAS A 4°C

2 A

4
cpmx 10

Jl

RPII

40 60 80 140 ml

Figuro 21 - Etta Fiftraçfo Rafarwa ao Pll da Figura 20
Tampfo vtronal 0J02BM - pH 6,6 - 1% SA8
fluxo: 12 ml/hora
fraçSai: 2 ml
fraçow: 6 ml (a partir da 80 ml)
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E LETROFORETOGR AMAS DO 125I-HCH(NIH) PURO OBTIDO NA PURIFICAÇÃO (Pll) E

REPURIFICAÇAO(RPII) EM GEL DE SEPHADEXG-75

PII RPII

| 2 J cpm XIO

4 -

4 •

t -

cpm X 10

segmento «•gmtnto

Figura 22 - O Pll M Refere a Figura 12 * •> RPII a Figura 10
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DETERMINAÇÃO DA DILUIÇÃO ÓTIMA DO ANTICORPO PARA O 126I-HCH(NIH)

%dt B

100 •

50 -

1/diluição do AC

Figura 23 - A Saparaçfc dai FraçOaa Livra a Ligada foi Falta am EGPA
x x logo apoia purificação (Pll)
• • logo apfea rapuriflcaçfo (RPM)
o o 1 mlt apó* a rapurlf Icaçio (RPM)
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ELETROFORETOGRAMAS DOS PICOS II OBTIDOS APÓS A PURIFICAÇÃO EM GEL DE

SEPHADEXG75 CORRESPONDENTES AO 125I-HCH(NIH) OBTIDOS EM QUATRO MARCAÇÕES.

DETERMINAÇÃO DA IMU.:ORREATIVIDADE.

IO

SAB ••gmwito

SAB Mfmwito

Figura 24 - A - Etaroforeses Controle Reilizadai com AmofttM dt Pll um Anticorpo
B - Eletroforeses dai Amoitris d« PM IncutMdat com Anticorpo. Diluído - 1 : 1 0 »



LSTUDO SOBRE O COMPORTAMENTO RADIOIMUNOLÓGICO DO HCH(WHO) EM FUNÇÃO

DO TEMPO DK ESTOCAGEM EM SOLUÇÃO A - 20°C

, HCH(WO).
*** ^ s 6 vezes mais

,20concentrndo.

IZ 18 ?4r.g/ml
F

10

• HCH WHO
• HCH KABI

I o no/ml'

A Prirtri'3 Ampola de MCH(WHO) Liofilizaíto foi Dissolvida logo Após seu Recebimento
e h Segunda Quatro meses depois.
A - 1a. ampola dissolvida há 30 dias
B — Ia. ampola dissolvida há 60 dias
C - I a . ampola dissolvida há 90 dias
D - 1 a . ampola dissolvida há 105 dias
E - Ia. ampola dissolvida há 120 dias
F - 2a. ampola dissolvida há 5 dias
G - 2a. ampola dissolvida há 30 dias
H - 2a. ampola dissolvida há 120 dias
I - 2a. ampola dissolvida há 240 dias
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curva desenvolvida com esse hormônio se sobrepõe a curva realizada com o HCH(KABI), o que nlo
ocorre quando a solução de HCH(WHO) e estocada durante 240 dias (Figura 25 A, F e I).

O HCH(WHO) apôs permanecer 105 dias em solução tem sua ímunorreatividade diminuída,
apresentando uma curva satisfatória somente quando usado em concentrações aproximadamente seis
veies maior, o que é inadequado para uso em RIE (Figura 25 O).

Entretanto, o HCH(KABI) utilizado manteve-se estável em solução do início ao final do
experimento.

2 - Hormônio de Crescimento Humano do Instituto de Energia Atômica Marcado com 1 2 5 I —
1 2 5 I HCHIIEA)

Z1 - Purificação em Gal d* Sephadex G 75

Já ficou assinalado que o HCH(NIH) tem meia vida imunológica relativamente curta quando
estocado liofilizado e que o HCH(WHO) quando dissolvido e mantido a -20°C, mostra redução da sua
imunurreatividaiie mesmo quando não iodado.

Como o HCH(IEA) vem sendo extraído e purificado periodicamente para fins terapêuticos,
tentou-se usar a fração central do pico do hormônio (Figura 5) para marcações com I e eventual
produção de conjuntos diagnósticos para radioimunoensaio. As marcações obtidas foram satisfatórias e o
padrão geral de eluição em gel de Sephadex G-75 pode ser visto na Figura 26. Foram obtidos três picos,
sendo a separação entre os picos I e II um pouco menos eficiente que no caso do 125I-HCH(NIH).

Não foi evidenciada a presença do pico III.

2.2 - Eletroforese dos Pico* Obtidos na Purificaçio

Uma amostra da fração central de cada pico referente à Figura 26 foi submetida è EGPA logo
após a purificação.

Os eletroforetogramas destes picos podem ser vistos na Figura 27.

O PI apresentou-se semelhante ao obtido apôs a purificação do 1 2 6 IHCH(NIH), exibindo os
danificados Dl, 02 a 03.

O PM sofreu migração um pouco mais rápida que o 126I-HCH(NIH), nlo coincidindo com a
posição da SAB e, aproximando-se mais do traçador.

O PIV, correspondente ao iodo livre, mostrou o padrSo eletroforético habitual.

2.3 - ImunorraativMaòe do 126I-HCHOEA)

A curva da diluiçlo ótima do anticorpo está representada graficamente na Figura 28, revetarido
imunorreatividade similar è obtida com o 1 2 B IHCH(NIH, (Figura 10).

2 . 4 - Comparação entra o m l -HCH(IEA> e o 126I-HCH(NIH)

N» Figura 29 compara-se os eletroforetogramas dos picos II do 12SI-HCH(NIH) e do
" ' i HCH(IEA). Ambos oi hormônios foram submetidos • EGPA ante» da iodaoSo, «ando



CROMATOGRAMA DA FILTRAÇAO EM GEL DE SEPHAOEXG-75 DO *'25I-HCH(IEA)

LOGO APÓS A IODAÇAO

cpm
6

1.9 X 10 H

10 -

5 X 1 0 -

r i

J " l i
PIT

AO \ J

PIV

30 90 70 90 110 iso ml

Figura 26 - Tampéo Veronal 0.025M - pH 8,6 - 1%SAB
fluxo: 12 ml/hora
ff»ç6«: 2 ml
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ELETROFORETOGRAMAS DOS PICOS OBTIDOS NA FILTRAÇAO EM GEL DE

SEPHADEXG-75 DO 125I-HCH|IEA)

cpmX IO

4 •

P I

19 H

K>

cpmXIO

SAB segmthto

P U

O ' « ,T, , 7 T .
8AB stgmtnto

epmXio
ii

PIV

IO

SAB

Figura 27 - Ertw Eletroforetogramai ReftrenvM K M I C O I da Figura 26



CE^RMINAÇÃO DA DILUIÇÃO ÓTIMA DO ANTICORPO PARA O 125IHCH(IEA)

% 8

IOC

50 -

I/diluição do AC

Figura 28 - A Separação das Frações Livre e Ligada foi Feita em EG PA
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ELETROFORETOGRAMAS DOS PICOS II OBTIDOS POR FILTRAÇÂO EM GEL DE SEPHADEX

G-75 DO 125I-HCH(NIH) E DO 125I-HCH|IEA) E SUAS RESPECTIVAS POSIÇÕES QUANDO

NÃO IODADOS

, , e p i " X l ° H C H - N I H

0 L-T

6 H cpmX 10" HCH-ICA

itgmento

1-rr-i
d* HCH 4o HCH

HCM*

Figura 29 - Noti-H um Aumento da Mobilidade nai Preparações Marcada* em Relaçfò i t Prepareo5«
Fria»
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subseqüentemente COMIIOS. Na Figura 30 observa-se que o HCH(NIH) apresentou uma banda principal •

o HCH(IEA) duas. A partir dos valores das taxas de migração (Rm| referentes ès duas preparações frias,

calcularam-se as suas posições no gel, representados na Figura 29, contendo os respectivos produtos

iodados, possibilitando uma comparação entre estes valores.

3 - Estudo dos Fatores que Interferem na Estabilidade do 1 2 5 I HCH(IEA)

3.1 - DanK icaçâo de Marcação

3.1.1 - EGPA do Produto Marcado Antes da Purificação

Logo após a reação de iodação foram retirados 1 0 p i para controle da radioatividade real

presente na reação e colocados em 990 ^il de tampão veronal 0.025M - pH 8,6 1% SAB (solução 1)

conforme já descrito. Este procedimento foi repetido usando-se o mesmo tampão sem SAB. A Figura 31

mostra os eletrof oretogramas da solução 1 com e sem SAB. Pode-se notar que na ausência de albumina

há formação de D1 e uma pequena quantidade de hormônio está presente. Na presença de albumin*

nota-se o pico do hormônio em sua posição normal e quantidade insignificante de D l . Em ambos os

casos o pico do iodo livre está presente.

3.1.2 - Purificação em Gel de Sephadex G-75 na Ausência de SAB

Fez-se uma reação de iodação nas condições habituais sendo a purificação realizada no mesmo

tampão sem adicionar a SAB.

O cromatograma pode ser visto na Figura 32 . Separaram-se dois picos: o primeiro (PI)

coincidente com o volume v»»io da coluna determinado pelo azul dextran (peso molecular 2 000 000) , a

o segundo (PIV), na posição do iodo livre. Na ausência de azul de dextran manteve-se o mesmo perfil

cromatográfico.

Os eletroforetogramas desses picos e da solução 1 (antes da purificação a sem SAB) sfo
mostrados na Figura 33.

O PI apresentou-se bastante diferente do PI obtido em uma purificação normal com SAB,

mostrando um pico alto de 0 1 .

3.1.3 - Marcações Falsas

Foram feitas duas marcações falsas simultâneas sendo adicionados todos o* reagentes, com
exceçf o do HCH.

Os eletroforetogramas das soluções 1 (produto antes da "purificação" com a sem SAB) podem

« r vistos na Figura 34 onde a área hachurada indica radioatividada carregada pela SAB. O lodo livre

apresentou-se em ambos os casos na posição normal.

A "purificação" da marcação falsa em gel de Sephadex G-75 na presença de SAB revelou dois

picos (Figura 36). 0 pico I nJo coincide com o volume vazio e esta na posiçlo da albumina determinada

com azul de bromofenol. 0 PIV está na posiçlo do iodo livra.

A Figura 36 mostra i "purificação" da marcação falsa na ausência de SAB, revelando apenas o

pico do iodo livre.

A Figura 37 mostra t pastagem no Na 1 2 6 I puro através da coluna na presença da proteína
carregedora (SAB), mostrando o mesmo padrlo de eluiçlo.
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GEL DE POLIACRILAMIDA MOSTRANDO AS BANDAS DO HCH(NIH) E DO HCH(IEA)

Figura 30 - O Gel foi Corado oom Commie Brilliant Blue a Dasoorado oom ÁcWo Aoétioo a 7%



ELETROFORETOGRAMAS DA MISTURA DE MARCAÇÃO DO 125I-HCH(IEA) NA PRESENÇA

OU NÃO DE SAB

cpm

SAB ••gmtnto

Figura 31 - com SAB; u m FAB
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CROMATOGRAMA DA FILTRAÇAO EM GEL DE SEPHADEX G-76 DO
1 2 6 I HCH(IEA) NA AUSÊNCIA DE SAB

cpm

1,6X10

10 -

5X10

20 ?AD 90 00 110 140 ml

Figura 32 - Timpfo Vtrorwl 0.026M pH 8,0
fluxo: 12 ml/hora
fraçfiM: 2 ml
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ELETROFORETOGRAMAS DO 125I-HCH-IEA PURIFICADO NA AUSÊNCIA DE SAB

3 •
cpmXIO A

Dl

•eg manto

cpmX IO B

Dl

segmanto

cpmXIO

• • g man to

Figura 3 3 - 0 $ Pia»» e IV Raterím-w à Figura 32
A - Antei d i purif ictçfo «tolucfo 1 tem SAB)
B - Pico I
C - Pico IV
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ELETROFORETOGRAMAS DA MARCAÇÃO FALSA ANTES DA "PURIFICAÇÃO"

NA PRESENÇA OU NÃO DE SAB

TOTAL Upm)

50 -

4 O

3 O "

3AB

Figura 34 - com SAB; um SAB



68

CROMATOGRAMA DA FILTRAÇAO EM GEL DE SEPHADEXG-76 DA MARCAÇÃO

FALSA NA PRESENÇA DE SAB

cpm x 10

. z

140 ml

Figura 3 6 - 0 Traçado Pontllhado Refer»** i Eicala da Dlrrltt
Tampfb Varonal 0.02BM - pH 8,8 - 1% SAB
fluxo: 12 ml/hora
fraçòai: 3 ml
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CRÔMATOGRAMA DA FILTRAÇAo EM GEL DE SEPHADEXG-75 DA MARCAÇÃO

FALSA NA AUSÊNCIA DE SAB

c p m x i O cpm x 10

2 .

n
II

PiV

20
AD

s.
50 00

— I —
MO

- I

140 ml

Figura 3 6 - 0 Traçado Pontithado Ratara*a a Eieala da Dlralta
Tamplò Varonal 0.025M - pH 8,6
fluxo: 12 ml/hora
fraoSat: 2 ml
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CROMATOGRAMA OA FILTRAÇAO EM OEl DE SEPHADEXG-76 DO Na 1 2 8 I

opm X IO

2 -

PIV

ao no 140 ml

- Tampão Varonal QJQ21H - pH 8,6 - 1 % 8AP
fluxo: 12 ml/hora
fraç0«:3ml
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Os eletroforetogramas dos picos das marcações falsas podem ser vistos na Figura 38. 0 Pi da

"purificação" com SAB apresenta D2 e 0 3 e um pico no 3? e 4? segmentos. Não h i atividade

significante em correspondência do D l . O PIV de ambas as purificações saiu m pjsiçao do iodo livre.

A fim de verificar a possível interferência dos artefatos da técnica de EGPA, foi realizado o

seguinte teste:

0 PI da marcação falsa obtido apôs "purificação" com SAB (Figura 35) e estocado a 4°C por

uma semana, foi submetido à nova eletroforese em três condições diferentes na mistura de polimerizaçSo

dn gel da amostra.

- nas condições normais

- na ausência de traçador (azul de bromofenol)

- na ausência 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 solução de Na 1 2 5 I na presença de carregador isotópico (Nal) usando tampão

veronal 0.02SM - pH 8,6 - 0,25% SAB e 1% soro de cobaia.

Em duas alíquotas de 200^il desta solução adicionou-se respectivamente 1 mg de persulfato de

amonio cono oxidante, para obtenção de I , * 1 mg de tiossulfato de sódio para assegurar a manutenção

do iodo na forma reduzida (I " ).

As eletroforeses foram feitas na presença ou não de traçador, para determinar sua provável

interferência. Os eletroforetogramas vistos na Figura 40 mostram que a albumina carrega apenas a i^'ma

oxidada do iodo, não havendo nenhuma interferência do traçador.

Objetivando-se comprovar a heterogeneidade do PI obtido na purificação do produto marcado -
1 2 5 I -HCH| IEA) , colheram-se duas amostras deste pico para estudo em EGPA, assinaladas com setas na

Figura 4 1 . A primeira fração (a) corresponde ao volume vazio da coluna e a segunda (b) 1 posição da

albumina. Os respectivos eletroforetogramas podem ser vistos na Figura 42 . A fração a. (Pia) mostra uma

grande quantidade de D l o que não ocorre na fração b (Plb) onde são notados os componentes 02 e 0 3

não bem individualizados. No Pia nota-se também a presença de D2.

3.2 - Danrf kacão de Ettocagam

3*2.1 - Estudo Comparativo entre at Diferentes Condições da Estocagem

0 1 2 5 I - H C H ( I E A ) puro (Pll da Figura 26) , foi fracionedo a estocado, parte liofilizado (10

alíquotas), parta am solução mantida a -20°C (10 alíquotas) a uma fração em solução estocada a 4°C. A

partir da segunda semana da iodaçfo a durante seis semanas consecutivas assas amostras foram

submetidas • EGPA. A coluna A da Figura 43 mostra o i alctroforetogramas do hormônio mantido

liofilizado a - 2 0 * C a submetido 1 dissolução imediatamente antes da cada eletroforese. Na coluna B

pode-se ver o comportamento do hormônio mantido a - 20*C a descongelado antas de cada eletroforese.

A coluna C mostra a primeira amostra descongelada inicialmente na segunda semana, que sofreu novos

congelamentos a descongelamentos semanais por ocasião da cada analisa. A coluna D mostra a primeira

amostra de hormônio liofilizado que tendo dissolvido na segunde semana foi mantida a 4°C a analisada

aamanalmenta. A t respectivas proporções t W danificados a lodo livra destes eletroforetogramas podem

ter vistas na Tabela IV.



tLfcfROFORETOGRAMAS DOS PICOS OBTIDOS APÓS FILTRAÇÂO EM GEL DE SEPHADtX

G-75 DAS MARCAÇÕES FALSAS NA PRESENÇA OU NAO DE SAB

3 -

3
cpmXiO

±
SABSBgmemo

3 -

cpmXiO

cpmx 10
5 S AB segmento

Figura 38 - A - P l o o I da Figura 35 loom SAB)
B - Ploo IV da Figura 35 (oom SAB)
C - Ploo IV da Figura 36 (um SAB)
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ELETROFORETOGRAMAS DO PICO I DA MARCAÇÃO FALSA "PURIFICADA" COM SAB

SOB CONDIÇÕES DIFERENTES NA EGPA

I •

cpmX IO

- F — X -

SAB aegmtnto

3 -
cpm XlO

Mgmtnto

cpmX 10
3 -

! • .

SAB tagmanto

^ turn» 3fl - A - Tampão Varonal 0,025M - pH 8,6 - 0,25% SAB - 1 % Soro da Cobaia, oom Traçador
B - Tampfo Varonal 0.025M - pH 8,6 - 0,25% SAB - 1% Soro da Cobaia, iam Traçador
C - Tampfo Varonal 0,025M - pH 8,6 - 0,25% SAB - «em Soro da Cobaia a oom Traçador
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ELETROFORLTOGRAMAS DAS FORMAS OXIDADA E REDUZIDA DE 1 2 5 | NA PRESENÇA

DE SAB COM OU SEM TRAÇADOR

IO H c p m X I O

125
Na t • PERSULFATO DE AMONIO

SAD •egmento

IO -

3 -

c p m X I O

B ;
Na 1 + TIOSSULFATO DE SÓDIO i

S A I

n-r» AO - Nota-se q-.-e Somente a Forma Oxidada Liga-se à Albumina a qua nao há Interferência do
Traçedor em Ambos os Casos.
A - I) (forma oxidada)
B - I" (forma reduzida)

com traçador
sem tracador
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CROMATOGRAMA DA FILTRAÇÂO EM GEL DE SEPHADEXG-75 DO 125I-HCH(IEA)

3 -

opm X IO

30 50 70 •O
T

110 ISO ml

Flqura41 - Ai Satãs Indicam at Amostrai qua Foram SubmetWai i EG PA.
Tampíò Varonal 0fl2bM - pH 8,6 - 1% SAB
fluxo: 12 ml/hora
fraçOai: 2 ml



66

ELETROFORETOGRAMAS DAS FRAÇÕES a a b 0 0 PICO I

cpmXlO
P i o

Dl

* - * -
SAB segmtnfo

Plb

cpmXK)

- * - *8AB stgmtnto

Figura 42 - At FraçSat a a b Rafaranvta i Figura 41 a Corratpondam Ratpactlvamarrtt ao Voluma Vatto
a ao Voluma da Elulçfo da SAB
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ESTUDO EM EGPA DAS CONDIÇÕES DE ESTOCAGEM DO 125I-HCH(IEA) PURIFICADO

10

10

2* • • ! •

n«if SAB SAt »»»mtn1»

.wa 43 - A - Hormônio Liofilizado <-20°C)
B - Hormônio Congelado (-20°C)
C - Hormônio Submetido a Congelamentos e Detcongelamentoi Múltiplos.
D - Hormônio Liofilizado Dissolvido e Mantido a 4°C.
Os Valores Porcentuis Relativos aos Picos dos Danificados a 1 2 6 I Encontram-se na
Tabela IV



T*UlalV

Valore» Pbrotntuai* dot Oanificadof • 1 2 5 I Formado* a Partir do 12S I-HCH (IEA) em Funpio do

Ttmpo a dai Condições eta Estocagam

N . Condições da

>v Estocagam

Ttmpo da ^ v

Estocagam >v

(Semana») \ .

2»

3?

4?

S?

fl?

7?

Liof itizado Mantido

a -20°C

01

10,4

12.1

12.8

14.0

13.6

12,6

125|

15.0

11.8

22.4

22.2

28.7

28.2

Solução Mantida

a -20°C

D1

9.9

7.7

13.5

13.6

11,6

13.3

125|

15,6

15.4

24.5

22.9

29.9

24.7

Solução Mantida

a -20°C a

Descongelada

Várias Vazat

01

8.0

15.8

12,1

14.2

15,0

1 25,

17,1

21,9

26.7

28,6

28,5

üofilizado que Após

Dissolvido foi

Mantido a 4°C

01

8,0

9,2

8.0

5,5

6.8

D3 + 1 2 5 I

8,3

32,6

38,3

49,4

51,2

i
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Como se pode observar nas colunas A, B e C, o 1 2 5 IHCH(IEA) sofreu um aumento progressivo
de Mesalugenação refletido nas proporções crescentes de iodo. C importante notar que nessas condições 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 maior com o correi do tempo.

Após um mès de estocagem do 125 IHCH(IEA) em solução respectivamente a 4°C e -20°C
procedeu se ò leputificação em Sepbadex G-75 (Figura 44). O cromatograma do hormônio estocado a
4°C (A) mostra RPI, RPIV e um pico intermediário deslocado para a direita (de peso molecular menor)
em relação á pocição do hormônio integro. Na estocagem a 20°C (B) verifica-se RPI, RPII e RPIV nas
posições habituais. Os eletroforetoçjiamas destes picos podem ser vistos na Figura 45. Uma nítida
diferença pode ser notada antes da repurificação (Figura 45 A) podendo se salientar o aparecimento do
D3 na estoc.iqem a 4°C. O RPI (Fiqura 45 B) mostra a presença de D l , e D2 mais espalhado no caso da
estocagrrn ,i 20C. Mas a diferença mais interessante refere-se ao RPII (Figura 45 C), revelando que a
pequena alteração da posição desse pico no Seph.iríex fica bem visível na EGPA.

3.2.2 — Estudo sobre o Danificado D3

Já toi analisado o comportamento do I-HCH(IEA) quando estocado liofilizado ou em
solução, ambos a 20C e a 4°C. Desenvolveu-se um estudo cinético submetendo o IHCH(IEA)
estocado a 4"C à EGPA quase diariamente (Figura 46). A formação de D3 pode ser vista na Figura 46.
Este componente foi analisado sob várias condições em EGPA, como pode ser visto na Figura 47.
Somente quando pré incubado com 1 mg de tiossulfato de sódio (agente redutor) dissolvido em 200 ̂ il
de tampão 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 não ocorreu quando se repetiu o mesmo procedimento na ausência de SAB
(Figura 47 F). Em ambos os casos, após a adição de tiossulfato de sódio verificou-se o aparecimento de
iodo (Figura 47 E e F).

A eletroforese do 125I-HCH(IEA) após um mês de estocagem a 4°C revelou pequena formação
de D2, além do D3 presente desde o 15? dia (Figura 48 A).

O PI, obtido após a "Purificação" da marcação falsa na presença de SAB, após um mês de
estocagem a 4°C, mostrou ainda na EGPA a presença de D2 e 03 (Figura 48 B).

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

Verificou-se na Figura 49A a existência do RPI, ausência do RPII e radioatividade distribuída
em pequenos picos entre a posição do RPM e RPIV. Cada fração assinalada com uma seta foi submetida
a EGPA e depois incubada com excesso de anticorpo (1:105) por três dias a 4°C (Figura 50). A
amostra 1 (referente ao RPI) resultou no aparecimento de 02 e 03. As amostras 2 e 3 apresentaram um
pequeno 02, D3 e a presença de iodo livre. A amostra 4 mostrou apenas o D3. Nenhuma das quatro
amostras revelou capacidade de ligação quando incubada com excesso de anticorpo. No caso da
marcação falsa (Figura 49B) obteve-se apenas o RPI e RPIV, indicando que os picos intermediários
(Figura 49A) formam-se na presença do hormônio.

A fim de determinar uma possível formação de D3 a partir de Na 1 2 6 I na presença de
albumin», este radioisótopo foi estocado em tampão veronai 0.025M - 1% SAB - pH 8,6 a 4°C
durante, respectivamente, 1, 2 e 4 semanas. Como pode ser observado na Figura 51, tssas amostras ao
lerem submetidas è EGPA nío revelaram a presença deste danificado (03).

IV-DISCUSSÃO

A reação de iodação pode ser considerada de certa forma imprevisível, pois seu rendimento e a
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CROMATOGRAMAS DA REFIUTRAÇAO EM GEL DE SEPHADEXG-75 DO 125I-HCHIIEA)

ESTOCADO DURANTF 30 DIAS EM DIFERENTES CONDIÇÕES

16
. cpm X

AO
30 90 70 90 MO ISOmt

l -

cpm X 10 J"

JRPH

90 70 •O MO IBOml

Figura 44 - A - estocado • 4"C
B-««tocado • -20°C
Tampão Veronal 0,025M - pH 8 , 6 - 1 % SAB
fluxo: 12 ml/hora
fraçfiet: 2 ml
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' IETROF0HET0ÜHAMAS DO '"l-HCHIIFA) ISIOCADO DURANTE 30 DIAS A 4°C
E A -20"C E REPliRIMuVic < n (,H_ DE SEPHADEXG-75

10 -| cpm X 10
-20 #C

10 -

3 AS

5 -

cpm X 10

SAB scgmtnto

SAB Mgmonto

SAB SAB Mgmtnto

Figura 45 - O rtPI eo RPII Referem-te à Figura 44
A - antes da repuríf ícaçfo
B - RPI
C - R P I I
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ESTUDO CINÉTICO DA FORMAÇÃO DE D3 A PARTIR DO 125I-HCHUEA)

PURIFICADO E FSTOCADO A 4°C

cpm

TT*Ti* 1*1 iTT".T~l~r SAB ' Uim• itt*

SAB

Figura 46 - Oi Números Indicam Quantos Dia* Após a Purificação foi Realizada a EGPA
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t.UTROFORETOGRAMAS DO D3 RESULTANTE DA ESTOCAGEM A 4°C DO 125I-HCH(IEA)

SOB VÁRIAS CONDIÇÕES EM EGPA

10 -I

5 "

SAB

cpm X 10 c

10 -

5 •

• egmanto

cpm X 10

10 "

••gmcnto

Figura 47 - A - Polimeriiadu
B - Polimerizado sem Traçador

C - Não Polimerizado

D - Não Polimerizado sem Sacarosr (solução F)

E - Incubado com Tiossulfato na Pretença de SAB

F • Incubado com Tiossulfato na Ausência de SAB
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"ELETROFORETOGRAMAS DO PICO II DE 125I-HCH<IEA) E DO PICO I OA MARCAÇÃO FALSA

"PURIFICADA" NA PRESENÇA DE SAB. AMBOS MOSTRANDO D2 E D3

3 A

e
cpmXlO

SAB segmento

SAB segmento

Figura 48 - A-P ico II Rafarenta i Figura 26 Ertocado por 3Odlat a 4°C
B - Pico I da Marcação Falia com SAB Rafaram* i Figura 36 Estocado por 30 diai a 4*C
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CROMATOGRAMAS INDICANDO A PRESENÇA DE COMPONENTES DE PESO MOLECULAR

INTERMEDIÁRIO ENTRE PI E PIV NÃO PRESENTES NO PRODUTO DA MARCAÇÃO FALSA

3 H CpmX 10

I "

; 2 + 3

30

3 -

2 •

I -

CpmX 10

Jl

~T 1
80 f 70

'posição do P I I

B

—i—
90

—I—
110

T
130 ml

30 *A0 90 TO 90 110 130 ml

Figura49 - Oi Picos II a I Referem-se Raspactivamanta is Figuras 26a 35.
A - P i» II Eftocado a 4°C Após um Més da lodaçfo, Resultando em D2 a D3 (Figura 48 A).
B - Pico I da Marcação Após um Mis da Reação, Estocado a 4°C Contando 02 a D3

(Figura 48 B)
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DETERMINAÇÃO DA IMUNORREATIVIDADE DOS PROVÁVEIS FRAGMENTOS DE 126I-HCH(IEA)

cpm

S4B

Figura SO - As Amostras 1 , 2 , 3 t 4 astSo Indicadas por Satãs na Figura 49 A.
A - Elatroforasas Raalizadas com as Amostrai Logo Após a Purificação.
B - Elatrofomas Controlt Raallzadas oom as Amostras » m Anticorpo.
C - Elatroforases dai Amostras Incubadas com Anticorpo Diluído 1:10*
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no E S T 0 C A D 0 A 4 o c N A P R E S E N Ç A D E 1 % D E
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B

SAB ttgrtttnto

Figura 51 -- Tempo de Etto^agem

A - 1 temam

B - 2 lemaoas

C - 4 «emanas
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porcentagem dos vários picos obtidos na purificação, oscilam consideravelmente'271. Algumas normal
foram preestabelecidas como tentativa de minimizar estas variações, tais como:

1) Todas as soluções usadas para a iodaçSo foram dissolvidas no momeiito do uso.

2) 0 HCH era estocado liofilizado em dessecador a -20°C.

3) O tampão para purificação contendo SAB era preparado sempre no dia do experimento.

4) A purificação era iniciada imediatamente após a lodação e realizada a 4 C.

Procurou-se sempre utilizar o 1 2 5 I logo após a sua chegada, pois, comprovou-se melhoras
resultados e, para minimizar os problemas OR perdas e contaminações, passou-se a usar seringa Hamilton
de 1 íil para a retirada do Na I sem abertura do frasco.

Na discussão dos resultados procurou-se mostrar como foi realizada a identificação dos vários
componentes obtidos na eletroforese em gel de poliacrilamida, tendo em vista não ter sido encontrado
na literatura nenhum estudo similar para ser confrontado com o presente trabalho.

1) Hormônio de Crescimento Humano do National Inst i tute of Health marcado com
1 2 5 | _ 1 2 5 | . H C H ( N | H )

Usando um preparação do HCH(NIH) verificou-se, com relação à marcação e subsequenta
purificação, que a coluna de Sephadex G 75 (48 x 2 cm) propicia uma separação bastante eficiente do
hormônio marcado íntegro (Pico II) dos demais componentes indesejáveis, representados pelos picos I 0
IV e, eventualmente Pico III (Figura 12). A discriminação em quatro componentes, a partir da marcação,
é raramente mencionada na literatura. A partir desta mesma separação, comparada com outra curva da
cal í br ação, obtida anteriormente, pode-se dizer que o Pll é a molécula íntegra, uma vez que seu volume
de eluiçlo é o mesmo que o correspondente da preparação fria. Mas além da obtenção de um hormônio
puro, livre dos componentes danificados, é condição essencial que ele .antenha adequada
imunorreatividade, o que constitui aliás, um pré-requisito básico no RIE.

A Figura 13 mostra na EGPA que pelo menos 80% do PU é consiituído por HCH
imunorreativo. Na mesma Figura pode-se observar que r.o:r.ente mínima parte do PI liga-se ao anticorpo,
embora tenha a mesnv mohilidaue Hetroforética que o 125I-HCH(NIH). Este resultado eletroforético do
PI dá a primeira indicação <le que se trata de um componente nitidamente indesejável e que sua posição
está relacionada com a pcícão da SAB, tanto na filtraçSo em gel quanto na EGPA.

A técnica da EGPA não deixa dúvida alguma sobre a natureza do PIV, que tem sido sempre
corretamente considerado iodo livre, o qual permaneceu na forma inorgânica após a reaçJo de marcação.
Unu clara confirmação disto pode ser vista na Figura 14, onde o pico da radioatividade na EGPA do
próprio isótopo usado par» marcação (Na126 l) , corresponde exatamente à posiçio do PIV. Infelizmente
a natureza a o comportamento do PI II nlo slo tio claros, visto que na eletroforese ele apareça como um
pico estreito e nítido (D3) na posiçio do traçador (Figura 17 A). Será discutido mais adiante este tipo
de componente indesejável que poderia estar mais relacionado com as condições de sstocegem, mas qua
is vezes aparece logo após a reecfo da marcaçlo.

Mais para o estudo da natureza desses componente* do que para um conhecimento real sobre •
sua írtabilidade, um primeiro estudo foi realizado com o 12SI-HCH(NIH), para ver as transformações
qt<e poderiam ocorrer com o tempo.

Assim, na Figura 15 pode-se notar que o PI sofre uma nítida desiodaclo, enquanto tfu» o
componente 02 permanece constante na poiíclo da SAB, nlo havendo formeçlo adicional da 0 1 .
Entretanto, com relaçfo ao Pll pode-se ver aproximadamente o mesmo efeito de deslodeçlo, ma* com
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gin ule aumento de D1 que talvez possa alcançar uma quantidade fixa após cerca de dois meses
(Figuia 16). 0 Pl l l , apresentando desiodação tatdia e uma certa fração de radioatividade ligada à SAB
quase sempre presente, não mostra evolução com o tempo e nem possibilita uma indicação melhor da
sua natureza (Figura 17). Como era de se esperar, o único pico que não causou surpresa, mesmo com o
decorrer do tempo, foi o PIV que somente após seis meses de estocagem começou a originar um
pequeno D3 (Figura 18). Isto poderia indicar a natureza inorgância deste último componente (D3).

Neste ponto surgiu o interesse prático cie tepurificar o PU pois, a sua grands porcentagem de
iodo livre e de D l não permitia o seu empti^o nos radioimunoensaios por mais de um mês
(Fig.ira 16 B). A Figura 19 mostra o crnmatograma referente a essa reputificação, que é quase
exatamente o mesmo obtido na Figura 12.

Como uma primeii.i conclusão geral, pode-se sugerir que o ' I HCH(NIH) tem por si próprio a
potencialidade de produzir os mesmos componentes indesejáveis já presentes após a marcação e
evidenciados na primeira purificação. SONKSEN, P. H. ao discutir o trabalho de HUNTER verificou
que após duas semanas de estocagem do HCH a 4°C houve um aumento no pico de iodo e transferência
da radioatividade do pico de HCH para o danificado de alto peso molecular.

Há, portanto, uma correlação entreita entre danificação cie "preparação" e de "estocagem".
Uma diferença foi encontrada quando a cstocagnm do HCH* não foi realizada a 20 C, mas a 4 C. A
Figura 20 mostra uma purificação do I HCH(NIH), notandose o mesmo padrão usual, cujo Pll foi
estocado a 4°C, de acordo com a recomendação de alguns autores ' • 3 8 ' . O resultado foi o
aparecimento do Plll bastante aumentado, como pode ser visto na Figura 21, o que poderia sugerir desta
feita a natureza predominantemente orgânica deste componente, talvez derivado da clivagem proteolítica
das moléculas do hormônio, produzindo um tipo de danificado similar ao da danificação de incubação
muitas vezes mencionada ' . Apesar de não haver presença de soro na solução de istocagem,

como ocorre durante a incubação, sabe-se que a SAB presente nesta solução em uma concentração de
1% é freqüentemente contaminada por proteases .

Aiéni dessas considerações, a repurificação do IHCH(NIH) mostrou-se muito eficaz,
revelando na EGPA um pico praticamente indistinguível daquele obtido logo após a purificação
(Figura 22). A diluição ótima do anticorpo encontrada para Pll e RPII foi similar (Figura 23) °. também
muito próxima ao valor de 1:2 x 106 declarado pelo NIH para este anti-HCH produzido por Y A L O W em
cobaia.

Embora o hormônio marcado venha sofrer uma diluição durante o processo de repurificação,
njo há interferência nos ensaios em virtude de sua alta atividade, o que exigiria de qualquer forma uma
diluição prévia. A diminuição da diluição ótima, evidenciada um mês após a repurificação, nio está
relacionada, provavelmente, com a imunorreatividade diminuída do 125I-HCH(NIH), mas com o efeito
do decaimento que força o uso de diluições menores do hormônio marcado e fornece como
conseqüência uma ligação correspondentemente menor (Figura 23).

Resultados similares, mostrando a eficiência da repurificaçao sem perda da imunorreatividade,
tem sido mencionados por outros autores tais como YALLOW e BERSON166' e HAMPSHIRE e

Entretanto, • imunorreatividade esteve mais relacionada às transformações que ocorrerem com o
HCH nio marcado, liofilizado ou em solução, estocado a -20°C.

A Figura 24, por exemplo, apresenta vários eletroforetogramas dos picos I I , referentes a quatro
marcações do HCH(NIH), que nio mostraram nenhuma ligaçfo com o anticorpo imediatamente apôs •
marcação. Eliminou-te a possibilidade de urm Inativsçlo do anticorpo, testando-o com outra prepartçlo
da HCH* Também a Incubado dos referidos picos com outra partida de anticorpo nio revelou
resultados satisfatórios, Que esta transformaçfo asteva mais relacionada com a praparaçlo fria, qua ootn
a própria marcaçlo, foi demonstrado paio fato de que uma nova partida da HCH(NIH) começou a
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produzir novamente produtos marcados imu'.orreativus. Este hormônio tinha sido estocado liofilizado a

-20°C por pelo menos dois anos.

Um fenômeno paralelo de perda de imunoneatividade, apresentado desta vez pelo HCH(WHO),

estocado em solução congelada a 20'C, é mostrado na Figura 25. É difícil dizer se esses dois tipos da

inativação têm urna origem comum, mas estes dois últimos experimentos pelo menos indicam que o

mesmo tipo de inativação pode ocorrer também no marcado e não como conseqüência da marcação ou

das radiações.

Segundo BANGHAM a inativação ou perda da potência de um hormônio padrão frio pode

ser devida a uma sciie de fatores, tais como

- f o r m a ç ã o de d fmeros, polímeros ou agregados, principalmente quando em alta

concentração,

- ação de enzimas contaminantes, que podem ser enzimas proteolfticas do tecido extraído

ou de bacténas, ou presentes na própria proteína carregadora adicionada ou mesmo em

outros reagentes usados nos ensaios,

- desamidação qu>: é freqüentemente influenciada pelo pH,

- pH,

- adsorrão a superfícies, tais como vidro,

- •'mperatura,

- luz

Estas concludes levaram a usar para esses estudos uma preparação hormonal facilmente obtida

e sempre recentemente preparada, dissolvida cada vez antes da marcarão, evitando as variáveis

relacionadas somente com a proteína não marcada e oferecendo assim, condições de relacionar melhor

cada transformação com a própria proteína marcada. Serviu para esse propósito o HCH(IEA), que é

rotineiramente extraído e purificado neste laboratório.

Os aspectos gerais desta primeira parte sobre o 1 2 5 I - H C H ( N ' H ) podem ser assim resumidos:

a) realizou-se um primeiro estudo para a identificação dos componentes indesejáveis.

b) obteve-se um bom resultado após a repurifícação em Sephadex, sem perda da

imunorreatividade, assin permitindo o seu uso por dois ou três meses.

c) detectou-se uma diminuição gradativa da imunorreatividade na própria preparação de HCH

fria.

2 - H o r m ô n i o da Crescimento Humano do Instituto da Energia Atômica Marcado com 1 2 S I -
1 2 5 1 HCHUEA).

A marração do hormônio de crescimento humano extraído e purificado no IEA produziu um

p»drlo cromatográííco (Figura 26) similar àquele obtido com o 1 2 5 I -HCH(NIH( (Figura 121, embora,

nesse caso específico, o PI11 esteja completamente ausente. A curva de diluíclo ótima do anticorpo

(Figura 28) foi perfeitamente comparável à do NIH (Figura 101, mostrando capacidade de ligaçlo similar.

O eletroforetograma dos vários picos (Figura 27) também seguiu o modelo já discutido. O pico I
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apresentou D l na posição de alto peso molecular, D2 em correspondência com a SAB e D3 conforme já

mencionado, embora não muito enfatizado, na Figura 15 A que mostra uma corrida homóloga para o
1 2 5 I -HCH(NIH>. O PIV é sempre constante.

A posição do Pll na EGPA é talvez a diferença mais interessante entre o 1 2 5 I -HCH( IEA) e O
1 2 5 I H C H ( N I H ) (Figura 29). O pico do 1 2 5 I H C H | I E A ) não se identifica com a posição da SAB mal,

geralmente, coloca se numa posição mais avançada. Ao invés de parecer ilógico e sem explicação, este

fato parece decorrer de que as duas preparações não marcadas têm taxas de migração (Rm) diferentes na

EGPA (Figura 30) como resultado do processo de preparação, o qual, mantendo intactas as atividades

imuno e biológica, teria provocado uma diminuição do ponto isoelétrico da proteína IEA, tornando-a

mais rápida na corrida. Essa heterogeneidade nas preparações de HCH, porém, mantendo sua

imunorreatividade, tem sido mn.-.-rionida por vários autores ' ' 1 1 ' , sendo atribuída em parte ao

processo de desamidação que podi ocorrer durante o tracionamento das hipófises ou estocagem do

hormônio como já mencionado .

Essa diferença entre o HCH(NIH) e HCH(IEA) torna-se particularmente interessante no presente

trabalho, não somente por abrir uma nova e interessante direção de pesquisa, mas também porque

esclarece dois fatos muito importantes no estudo:

- 0 1 2 5 I -HCH(N IH ) se coloca, geralmente, na EGPA na posição da SAB, mas como

ocorrência, provavelmente acidental, não devendo acontecer com toda preparação de

HCH. De fato, no Sephadex as duas posições do HCH e da CAB apresentam-se bem

separadas, eliminando qualquer dúvida sobre transporte da molécula de HCH pela SAB.

- Se o HCH é independente da SAB, como mostraram as duas preparações, o PI , ao

contrário, é muito dependente deste carregador, pois não somente está na mesma posição

eletroforética em ambas as preparações, posição da SAB, mas também está relacionado

com ela no gel de Sephadex.

A partir destas observações o estudo da influência da SAB nas reações de marcação a

purificação tornou-se fundamental.

Os aspectos principais desta segunda fase, relativa à marcação do HCH(IEA), podem ser assim

resumidos:

a) Não há diferença no que se refere a marcação, atividade específica, capacidade de ligação

do 1 2 5 I -HCH<IEA) comparado ao 1 2 5 I HCH(NIH) .

b) As diferentes posições no gel decorrem, provavelmente, do processo de desamidaçfo

ocorrido durante a preparação do HCH(IEA), não influenciando as características

mencionadas no item a.

3 - Denificaclo da Marcação

Como se pode ver na Figura 29 os produtos marcados tanto da HCH(NIH) quanto d*

HCH(IEA) migram mais rapidamente na eletroforese quando comparados is respectivas preparações frias,

mantendo porém a imunorreatividade. Isso pode ser devicíi a um aumento da carga negativa pela

incorporação do iodo ou devido a alteraçfles provocadas na molécula do hormônio pala açfo da

cloramina T, produzindo migração mais rápida na EGPA como mencionado por SKYLER a col* ( 4 8 ) .

A EGPA da mistura de marcação nlo purificada, diluída com ou sem SAB (Figura 31)

apresentou duas diferenças interessantes: na prese ca de SAB apareceu um pico único, que precedeu O

pico do iodo e do qual não se achou bem separado, provavelmente composto de 1 2 8 I -HCH( IEA) • da
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D2. Este pico, praticamente, desapareceu ou se reduziu acentuadamente na ausência de SAB,
aumentando marcadamente o pico na posição de componentes de alto peso molecular (01), ocorrência
esta incomum. Porém YALOW e BERSON1601 mencionam que uma fração significante de HCH* pode
ser perdida por absorção na ausência de carregador, explicando a diminuição do pico de HCH*. Foi a
observação deste fenômeno que levou ao estudo do comportamento do 125I-HCH(IEA| submetido I
purificação na ausência de SAB (Figura 32). Nestas condições, não se observou a presença de 12SI-HCH
monomérico (PM), apareceu o pico do iodo livre (PIV) e um pico alto coincidindo com o volume vazio
(PI), o qual, ausência de qualquer outra proteína além do HCH, pode ser considerado como um tipo
de 125I-HCH ^érico (agregado).

A c : que o 125I-HCH|IEA) pudesse ser carregado pelo azul dextran, na ausência de
SAB, foi elii d repetindose o experimento sem adicionar este marcador. O volume vazio foi
determinado separadamente.

A Figura 33, que mostra o eletroforetograma da mistura de marcação não purificada e dos picos
I e IV, purificados na ausência de SAB, confirma aquela sugestão de que o pico I representa realmente a
forma polimérica do hormônio, pois a radioatividade esteve presente quase que exclusivamente sob a
forma de Dl . A acentuada diminuição do pico do hormônio na solução 1 sem SAB (antesda purificação)
pode ser atribuída a uma agregação. O fato de que nem toda radioatividade perdida se encontre em Dl
seria devidr a maior tendência de adsorção do agregado como mencionado por HUNTER '.

O experimento não somente conf i ma a preiença de componentes de alto peso molecular, mas
também oferece duas indicações interessantes: a primeira, que a agregação a qual antes da purificação em
Sephadex significava menos do que 20%, passou a representar 40% após a go1 filtração; a segunda, que o
D1, tantas vezes encontrado nos eletrofjretogramas, pode agora ser definido como agregado, quando nSo
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 separação, o que não ocorre com o agregado. Mas, se nesta experiência a SAB
parece evitar agregação, como caracterizar o pico I, que às vezes assume proporções consideráveis t ajua
sempre aparece após purificação do 125I-HCH(IEA) na presença de excesso daquele carregador?

Uma nova marcação, desta vez falsa (sem a preparação de HCH) fez-se necessária para provar
que o PI é, em grande parte, independente da presença do hormônio marcado. As Figuras 34 e 35
esclarecem essa dúvida. Antes da "purificação" (Figura 34) o produto da marcação falsa foi submetido 1
EGPA, apôs *• - sido diluído em tampão contendo ou não 1% de SAB, já mostrando uma certa ação
carregadora relacionada com a presença dessa proteína. Mas o resultado final surgiu após a "purificação"
dessa marcação falia no Sepfwtex C ?'•.• (Figjr? 3f,,. Apareceu cerca de 20% de "danificado" na posição
da SAB numa situação onde realmente nada existe que poderia ser "danificado".

Em muitas reações de marcação verdadeira a porcentagem de PI sobre a radioatividade total
recuperada foi bem inferior a 20%. Para confirmar, foi feita uma nova marcação falsa e a tua
"purificação" então, foi realizada na ausência de SAB durante todo o processo (Figura 36). Praticamente
nlo apareceu PI, a não ser uma pequena quantidade de radioatividade, provavelmente carregada paio azul
dextran. Demonstra-se desta forma a «cão fundamental da SAB na produção do PI. A e*se respeito
GOLDSMITH117' menciona que a adição de plasma apôs a reação da marcação pode resultar na iodeçfo
da albumina ou outros componentes plasméticos. GREENWOOD a cols,11*' se referem a adsorçlo do
iodo è albumina a sua iodacfo mesmo com a adição de metabissulfito de sódio. A Figura 38 confirma
que na EGPA o PI da marceçfo falsa "purificada" com SAB é simples radioatividade carregada por esse
proteína (D2) e, provavelmente, parte da radioatividade 4 liberada, talvez durante a eletroforese, como
03. Nota-se também um pico nlo bem identificado no terceiro e quarto segmentos, tarm derivado da
um agregado de albumina. A Figura 39 eliminou qualquer duvida no çue se refere eo padrio de
dependência de algum artefato da técnica; eliminando a/ul de bromofenol ou soro de cobaia, o
aletroforetograma permaneceu inalterado.

Fica em aberto a especulação sobre que forma de radioatividade realmente 4 carregada pala
SAB, pois J4 ficou assinalado que o Na 1 2 8 I passado em Sephadex com 1% de SAB, somente forneceu
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PIV e nada mais (Figura 37). Assim, o que é carregado pela SAB deve ser algo que sobrcu, ou qua
derivou, do processo de marcação, talvez uma forma oxidada de iodo.

Um resultado interessante, embora não conclusivo, é mostrado na Figura 40. lodo ( I . ) , obtido
através da oxidação de Na 1 2 5 I com persulfato de amônio, ao qual se adicionou carregador Nal, liga-se i
SAB com ou sem a presença de traçador, enquanto que o iodelo (I "|, mantido no seu estado reduzido
com linssulfato de sódio, não mostrou ligação alguma à SAB.

Foi destes resultados que surgiu a idéia de que o Pi pudesse ser formado por dois componentes.
Uma comparação entro os vários picos dp PI, resultantes de mais de 20 marcaçSes, obtidas neste
labotatório no último ano, sugere essa possível sobreposição di tlois picos.

A Figura 41, derivada de uma das últimas marcações do HCH(IEA) dá a resposta que se
procurava. As duas frações (a e b) colhidas respectivamente cm correspondência do volume vazio
{posição do agregado) e do volume de eluicão da SAB (radioatividade carreijada ptla SAB) forneceram OS
eletroforetogramas da Figura 42. Um alto piro ile .xirwjado foi verificado para a fração " a " , embora com
uma parte da radio,itivnl.trio na posição da SAB (Ü2), mas principalmente D2 e um baixo pico de
agregado e D3 para fr,ii,.1o "b " .

4— Danifícação de Estocagem

Com base nos resultados anteriores, pode se aqora desenvolver um estudo m îs sistemático das
melhores condições de estocaqem, numa tentativa de interpretação dos vários tipos de danificados que
ocorrem. Na Figura 43, a coluna A referente à estocaqem na condição liofilizada (em dessecador a
-20 C), mostra formação do que agora se pode chamar "agregado" 'posição de Dl) até uma
porcentagem limite, e a liberação contínua de iodo livre. Esse tipo dt liberação parece muito interessante
para uma investigação futura, pois deve ser lembrado que se trata do material no estado iiofilizado e,
portanto, não devem ocorrer nem a desalogenação enzimática nem a desalogenação química clássica,
podendo-se excluir também, nessa situação, efeitos indiretos das radiações, como por exemplo a
radiólise. Restaria somente o efeito radioquímico direto ou o próprio decaimento. Também na
preparação estocada a 20°C a situação é praticamente idêntica, e não há razão para pensar, portanto,
num mecanismo diferente. YALOW e BERSON1551 referem-se ao fenômeno da "catástrofe do
decaiu i to". Segundo esses autores, mesmo considerando uma média de um átomo de iodo por

molécula, muitas moléculas podem conter dois ou mais átomos, principalmente no caso do ' 2 5 I devido

a sua maior abundância isotópíca do que o 1 3 1 I . Quando um átomo de radioiodo decai, a molécula do

hormônio ao qual está ligado sofre um choque. Se ela contérr radioiodo pode fracionar-se permanecendo

fragmentos marcados ou havendo liberação de radioiodo. Nesse trabalho, MYERS discute a hipótese do

decaimento do radioiodo de uma molecu'a afetar outra molécula vizinha, sendo ambas monoiodadas.

Tanto no caso da estocagem na condição liofilizada (A) ou em solução congelada (B) •

quantidade de agregado que se formou, possivelmente durante a liofilização ou congelamento •

descongelamento, não parece ter aumentado, pelo menos significantemente, em função do tempo

(Tabela IV ) . Na coluna C os eventos repetidos de congelamento • descongelamento acompanham-se de

incremento também não significants de agregado ( D l ) . Nesta mesma coluna nota-se o aumento do pico

correspondente ao iodo livre. A coluna O, que mostra o comportamento de uma amostra que tendo sido

liofilizada foi dissolvida e mantida a 4°C, confirma novamente a indicação \i mostrada na Figura 21 de

que um processo diferente Ce danificacão ocorre quando a condição de estocagem 4 mudada de -20°C

para 4°C. Isso não 4 estranho pois a ação atribuída • enzimas proteoliticas em tais condições tem sido

mencionada muitas vezes. SKYLER e cols.1 4 9 ' referem-se à digestão do KCH com plasmina mostrando

produtos que migram perto do traçador na EGPA, além do hormônio na posição normal. Esta última

observação não tem imporüncia apenas teoricu. De fato, na utilização dot "conjuntos diagnósticos" da

RIE torna-se extremamente importante a avaliação do tampo am qua o produto marcado tiofllliedo

poda ser usado após a dissolução. Os resultados apresentados na coluna C sugerem que a estocagem do

produto marcado a 4°C, modo mais frenueme de consideração dos materiais em laboratórios da analisas

clinicai, não deve ultrapassar o período de uma semana.
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A ;ompatação entre a (^purificação do mesmo bo imônio ;iwn.,rl; j após uni inès fie estocagem a

4 C IA) e a 20°C (B) pode ser vista na Figura 44. Piuváveis fragmçntus rli ' 2 5 I H C H ( I E A ) podem sei

notados num pico localizado numa posição de menor peso molecular que o RPII, quando a estocagem é

feita a 4 C, evidenciando-se neste <:aso maior liberação de iorlo. A eli í.ofurese desses picos confirma a

diferença entre o RPII e esse pico mais à direita, a qual mostra a presença de D3. Quanto ao RPI, no

caso da estocaqem a 20"C há maior formação de D l (Fiqur.i 45). A eietrolorese do marcado antes da

repurificação já mostia a transformação do material estocado a 4 C cm D3 (Figura 45).

O comportamento do " 'I HCH(IEA) (."•toe,ido a 1 C em função de tempo foi seguido com a

realização da EGPA quase diária. Pode-se notar na F Í M U M <tfi i|i.i" O pico correspondente ao I-HCH

1 munorreativo, que e<;tá situado um ou dois segmentos ,; es^ie-Ha do trjçadnr (Figura 46-1),

transformou-se lenta e piotiressivamente, a partir do 1 I'.'dia, " in 03, p u n este que se localiza

preferentemente à direita <)<• t t i radnr . 0 L)3, como foi di-miiri-.ir.iiln. não apre',ent,i nenhuma ligação

com o anticorpo. Pelos resultados do"- eletrol"H"tor|ram,is apr'".cnt.ido n i f miici ' 1 / ficou excluído que a

formação de D3 na EGPA fosse clemm-ntr cie um artelato <í" t-Vni.: i r>-lac'onado, por exemplo, &

polimenzação do qel da amostra, presença de [r.if:,i(lor ou rli; '..n ,»n;r f r.i vs-nf ic.urVr então (Figura 47 E)

que um agente redutor forte deve promove' pelo menos .'(0 ., de lib'-i.u "io de iorlo livre. Isso novamente

faz pensar na possibilidade de que par.i o p ia i D3 devi" contribuir .1 l o i ; n ; moriiámca oxidada de iodo

0 2 ou lodato), emiior.i cerca de 70 do D3 t-'iiha resr.ndo ,i reilm. m >• -vupado a posição da SAB. É

possível que este componente se|,i di'iivado de uma forma o!<;-'iuii.a (iue pi Mie ser carreçjada pela

albumina, como será discutido mus adiante. Na ausência t!e SAÍ! (f t . | ' i ra4 / Fj ubserv.i-se o mesmo grau

de conversão em iodeto, por<:m, o p i to do D3 mantém sua posição inalterada.

A comparação entre Pll cie urna marcação normal e PI de uma marcação f.jlsa, ambos estocados

durante um mês a 4°C, foi feita na LGPA (Fiijura 48) e em Srphadex (Figura <19) inrí'. ando uma nítida

diferença entre as duas preparaçõe:, não Kío evidente na nlcfoforese i i i ianlo na filtração ••rn gel. Os dois

cromatogramas similares no que v: refere ao RPI e ao RPIV presentes nas duas preparações, são bem

diferentes na zona intermediária (peso molecular menor que 20 000). Portanto, fica claro que se está na

presença de fragmentos de H C H ' q u e podem mui to bem ocupar as posições 2, 3 e 4 indicadas na Figura

49 A e que logicamente não podem .er encontrados na Figura 49 B referente á marcação falsa.

Resultados comparáveis foram apresentados por HAMPSHIRE e cols. que afirmam que a danificação

radíoqufmica pode ser detectada em gel de Sephadex com radioatividade aparecendo em frações de

menor peso molecular quando comparadas ao verdadeiro H C H " Como esse fenômeno pode provocar

quebras aleatórias na molécula, os fragmentos marcados resultantes podem apresentar peso molecular

diferente, o que pode ser comprovado pela análise das Figuras 20, 43 e 48, onde esses picos resultantes

da estocagem do HCH*a 4°C, podem aparecer na zona intermediária entre Pll e PIV, em várias posições.

A possibilidade de um componente orgânico (fragmentos de HCH*) para a interpretação da
natureza do 03, adiciona-se à possibilidade inorgânica (formas oxidadas de I) já discutida. É de se
notar qua os componentes orgânicos perdem suas qualidades imunorreativas (Figura 50). O que apareça
demonstrado é que o D3 origina-se somente em três circunstancias: a partir uo 1 2 5 IHCH (pico II)
mantido a 4 C, a partir do pico I b, correspondendo a radioatividade corrigida pt ' t SAB e a partir do

P'<o I I I , quando presente, picos estes obtidos após a purificação da mistura de marcação. A estocagem

d* uma amostra de Na 1 2 S I na presença de SAB a 4°C n3o mostra o aparecimento do D3 (Figura 51).

Para fins práticos, porém, a acSo indesejável do 0 3 tem lido eliminada de várias maneiras:

- n ío estocando o 1 2 6 I -HCH( IEA) a 49C

- quando o D3 aparece durante a incubaçao, ele pode ser separado graficamante usando gel

longo de 1'. cm ou mesmo através de diálise.

~ no gel curto de 6 cm ele pode ser subtraído através de cálculos determinando • M M

porcentagem no gel controle t incubado com excesso de anticorpo.
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Como conclusões destes itens sobre os processos de danificação pode-se afirmar:

a) Há uma grande influencia da SAB no processo de purificação. Sua ausência leva a uma
agiegação quase total do hormônio marcado e a perdas. Sua presença leva ao
aparecimento do Plb.

b) Há uma possível sohrpposiçío em PI de dois componentes: Pia e Plb, de origem
inteiramente distinta. O primeiro está relacionado com a presença da proteína marcada, o
segundo não. Os cálculos do rendimento da marcação, atividade específica e massa
absoluta do marcado, devem levar em consideração esse fato.

c) A estocaqnm em condição liofilizada ou congelada pode permitir o uso da preparação
marcada por até cerca de um mês. A primeira maneira, embora não apresentando
evidencias de maior estabilidade, é preferida por razões práticas óbvias.

d) A estocagem a 4°C deve ser evitada, não somente após a lodação, mas também após a
dissolução da ampola liofilizada.

0 estudo do mecanismo de desalogenação do produto liofilizado e congelado e de artifícios que
possam levar a um provável controle deste processo, representam dois aspectos interessantes que se
constituem em temas já em düsenvolvimonto nestH laboratório.

V - CONCLUSÕES

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

1) O hormônio de crescimento humano preparado no IEA, mostrou grau de purificação
satisfatório para ser submetido ò marcação com 1 2 5 I . Seu padrJo de eluicão no Sephadex
G-75 foi similar e sua imunorreatividade foi praticamente idêntica à do hormônio de
crescimento humano padrão do NIH.

2) A purificação do hormônio de crescimento humano marcado mostrou-se eficiente quando
% usou uma coluna de Sephadex G-75 de 48 cm de altura por 2 cm de diâmetro.

3) 0 pico I resultante da eluiçlo no Sephadex G-75 no processo de purifioçSo do HGH*é
integrado por dois componentes distintos:

Pia - representado por radioatividade possivelmente ligada è presença de moléculas agregadas
(poliméricasl do hornônio.

Plb - representado por radioatividade "carregada" pela albumina (SAB).

4) O PI II que 4 de ocorrência aleatória, aumenta nitidamente com a ettocagem do purificado
a 4°C, sendo evidenciado no processo de repurificaçSo.

5) A coluna de gol de poliacrilamida com 11 cm de altura por 0,75 cm de diâmetro
constitui-se em uma forma eficaz para separar oi compomentes "danificado*" das frações
livre e ligada.

6) Na auslncia d« toro albumina bovina, tende a ocorrer o fenômeno da agregação das
moléculas monomérícas de HCH especialmente durante o procmto de filtraçlo em gel de
Sephadex G-75.
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7) Embora não se possa excluir a possibilidade do transporte pela albumina de fragmentos

de moléculas de hormônio, foi comprovado que esta desempenha papel essencial como

carregadora de uma forms oxidada de iodo.

8) A melhor maneira de estocagem do hormônio marcado ( 1 2 S I -HCH) é sob a forma

liofilizada a -20°C ou em solução congelada a essa mesma temperatura. N lo foi estudada

a estabilidade de moléculas marcadas liofilizadas mantidas a 4 C.
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ABREVIATURAS E SINAIS

HCH Horm? .* j / . crescimento humano

HCH* Hormônio de Crescimento Humano marcado com ' 2 5 I

IEA Instituto de Energia Atômica

NIH National Institute of Health

WHO World Health Organization

RIE Radioimunoensaio

AG Antígeno

AC Anti-soro de cobaia, anti-HCH

F Hormônio marcado livre

B Hormônio marcado ligado ao anticorpo

EGPA Eletroforese em gel de Poliacrilamida

SAB Soro albumina bovina

Dl a 03 Danificados detectados na eletroforese em gel de poliacrilamida

Rm Taxa de migração

PI a PIV Picos obtidos na purificação em gel de Sephadex G-75

RPI a RPIV Picos obtidos na repurificaçJo em gel de Sephadex G-75

AO Azul dextran

BG Radiação de fundo

cpm contagens por minuto

t Traçador (azul de bromofenol)



ABSTHACT

Two HGH preparations m e siudiMl to ubtdin SI.JIIIH I laliellod products, with high specific activity, good

bindirq capacity and lunq shell life. Nut unly the damage octuring during storage of the latwlled compound was

consul*r>'d. Ivir ilso thn sulT'i- alterations afkvting tin; simply unl.i:x-lir;rt protein hormone. Two techniques were used:

poly;K ril.t'Ti'iU' IJHI ';W:ctro[thn'i''rj rtMivninritiy modified and chrnrriarograr.jh> by ge1 filtration on Sephadex. The first

preparation studied «.«•> HCiHINIHI w\i!i> the second, less precious was always freshly prepared at IfcA (method ol

ROOSI. The det'*:ttun. study on nature and elimination of the interference of these "damaged" radicfactiv*

components, w t% dtlf r oy checking their presence and t<ehaviour at jirtereni moments and conditions during the

process of l.itHlinq, p-Jnlication or storage, and performing it i ump.mson with some "falsf: labelling" (vvitnout HGHÍ.

HGH(NIH) and HGHIIEAI ,,re 'roh iatiellrd with a high specific activity, with immunoactivity up to three months. The

mdio<x.T'vi ' iS.'l is probably nnt much r'-'ipon-iibif1 for the loss in t)indim| occuriny sometimes during storage since this

happens also fur the unl ilwlltnl protfin. B:jv"it> Serum Albumin used as a protein c irrier f.nd protector in th«

purification prfKtess and stoi irtr, showed Qre.it influence on the origin of "undesired" comc-onents. l u absence produce*

a (wak of i)^.:"<|.nn vwhile wbnn pt'-sem IT carries a large quantity of radioactivity forming most of the so called peak of

damaged PIUIHWJ from S^phadi'x lhe nafui': ant! ̂ onnol of these two peaks are very important, not only because they

interfere ntxiatwely in the RIA but also rxT.,tur>e they can affect calculations on specific activity, yield and absoluta

amount in KTÍTI oi mais of the l.ilxMlrd. The test conditions 'or «torage are at "20 C in dry lyophilized powder or

frozen jolut'-m. m such jituatmn only \he deiodination process occurs and no other "undesired" formations. Storage at

4 C in solution produces a fast alteration (proteolytic cleavage? ) that inactivates the product whitin few* days. Both

labelled products showed an increased mooihty in comparison with the unlabelled: fact that needs further

investigations. This can be arfnbuted to a decreased isoelectric point due to the lodination of tyrosine or to alterations

in ihe structure caused by reigents used in the latielling.
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