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HCH ~ Horméonio de crescimento humano
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ESTUDO ELETROFORETICO DE DIFERENTES PREPARACOES DE HORMONIO
DE CRESCIMENTO HUMANO: ESTIMATIVA DA MASSA MOLECULAR E
CARACTERIZACAO DOS ISOHORMONIOS E OUTROS
COMPONENTES PEPTIDICOS

Irens Schwarz

RESUMO

Doze preparagBes de hormdnio de crescimento humano (HCH) foram ansdlisadas nrum. sisteme -snatftico de
eletroforese em ge! de poliacrilamida {EGPA), nas concentracBes de 7, 10, 12 @ 14% de acrilamida, a fim de-se avaliar 8
homogeneidade e caracterizerse o raio molecular geométrico médio {R) @ a massa molecular (MM) dos hormbnios.
Empregou-se curvapadrfo relacionando a raiz quadrada do coeficiente de retardamento (\/—;) 20 R de dez protsines
conhecidas. -

"j.r,'” PR e PR
— 0w cinco isohormdnios (IHs)) identilicados puderersev caracterizados como isbmeros de csrgs, com bese nas
diferencas das suas mobilidades eletroforéticas @ na semelhanca dos valores do R-1 81 8 1,97nm—~¢e da MM -
20 300 a 26 000 d)

~— A heterogenerdado do HCH de todas as amostras evidenciou-se pela presenca de, em média, trds isohormbnios
(IH). N‘lwpraparacbes do-RABENSTROUD, MHLSFOT)WHHELM! {NTM) T ROOS {KASBT) predominaram os
IHs B, Cy & Cj, provansimente-rasulianiss-de-desamidecliodo HCH. Em preparacBes recentes de HCH IEA (método de
ROOS) identiticaram-se 08 IHs C2, D @ E o nume preparasclo entigs, os |Hs E ¢ E;, proveveimente-consequentes s
digestlo mmmm do hormbnlo, lo.
C—; & ) Q’Vl/‘y ‘\L‘-.‘M k A
Beydois a cinco compostos secudérios fosar encontrados em todas 8s amostras,'em-grupes—de-MM-—entre7-000
-315.000-d, perto de 30 000 d, 44 000 d (dimecas)-o-86-000 d- {trémeros}. -,
<

/\rf.in, rea Tt

i0rupos de amostras pertencentes 808 picos proteicos Il e |11 do fracionamento cromatogrifico
em Sephadex G 100, de trés extretos de HCH IEA, Os IHs so encontredos a pertir do pico I, @ sue concentraco
relative acompanha o perfil do pico |Il. Essencisiments, todos 0s componentes sscundérios ocupam o pico || @ 8 maior
perte do pico Ill, demonstrando e heterogeneidede des preparascles do HCH devide e outres proteinas ou @ formas
agregadss do hormbnio.

1 - INTRODUGAO

A existdneia de um hormdnio pituitério responsével pelo cr cimento corporal e tecidual em
animsis ¢ no homem pbde ser definitiveaments comprovada em 844 por LI & EVANS, qusndo
conseguiram obter um preparado homogneo puro extraldo de glndulas hipofisériss bovinas e
demonstraram s sus sclo somstotréfica em ratos hipofissct-iizedos. Este hormdnio foi empregado
numa série de experidnciss "'in vivo’ e “in vitro’’ que contribuirsm para corroborar 8 sus eficidncis em

Aprovade pare publicecBo em Outubro/1978.



promover o crescimento corpotai ¢ em exercer diversas atividades metabdlicas em mamiferos como
0 rato, boi, gato e cdo. Contudo BENNETT, em 1950, e KNOBIL, em 1954, ao administrarem o
Horuino de crescinento bovinu tespectivamente a0 homem e ao imdcaco, nao observaram os seus
efeitos biolégicos esperados. Entretanto, quando L1 e PAPKOFF conseguiram obter hormbnio
somatotr6fico suficientemente pura de hipbfises humanas e de macaco e verifioaram que suas
caracterfsricas qufmicas eram diferentes das do hormdnio de crescimento bovino, atribuiu-se a este fato a
ineficacia do hormdnio bovino nos primatas. Diversos trabalhos foram conduzidos, entdo, para estudar as
respostas biolbgicas de vérios animais a hormdnios somatotroficos de espécies diferentes, percebendo-se o
condicionamento da atividade biolégica ao hormdnio da prbpria espécie em alguns mamiferos,
notadamente nos primatas e nas cobaias. WILHELMI, estudando os hormdnios somatotréficos de boi,
carneiro, cavalo, porco e peixe, verificou que as caracteristicas fisico-quimicas diferiam em cada
hormdnio, contribuindo assim para o estabelecimento da teoria de que a especificidade da atividade
bioldgica deve estar relacionada a variacdes na compasigdo molecular dos hormdnios. (Todos os trabalhos
classicos mencionados, estdo citados na revisdo de LI no item 39 das referéncias bibliogréficas).

Atualmente a sequéncia de amino-4cidos de hormdnios de crescimento de algumas espécies é
total ou parcialmente conhecida, citando-se como exemplo a do hormdnio humano, determinada por
L1140 (Figura 1) e NIALLMG), e dos hormdnios bovino, equino, ovino e porcino. Comparando as
sequéncias de aminc-icidos destes hormdnios, LI sugeriu a presenga de um ‘‘nicleo’” biologicamunte
ativo c(%rgrm a todas as espécies de mamiferos, havendo diferengas no restante da protefna de cada
espécie .

A revelagdo mais importante feita através destas experidncias foi a de que para o emprego
clfnico e para estudar os efeitos do hormdnio de crescimento no homem, as Gnicas preparacfes Uteis s30
as provenientes de hip6fises de primatas. A comprovacdo de que o HC de primatas é capaz de provocar
efeitos metaboélicos no homem‘“', reavivou as esperangas de que ele poderia ser utilizado clinicamente,
notadamente na terapia substitutiva para os casos de nanismo hipossomatotréfico. RABEN, em 1958, foi
o primeiro a empregar o HCH na terapia de um individuo hipossomatotréfico, relatando uma aceleragao
na velocidade de crescimento estatural do paciente‘ss) . Desde esta época o HCH tem encontrado grande
aplicagdo na terapc Jtica especffica deste tipo de nanismo'” 1,

Dado o problema 6bvio da obtencdo de hip6fises humanas ou de primatas em grande namero,
foram feitas tentativas de encontrar um produto que pudesse substituir o HCH. As experiéncias
realizadas neste sentido concentraram-se prinripaimente, na obteng3o de produtos ativos resultantes da
digest3o enzimética do hormdnio de crescimento bovino. Apesar de se ter conseguido isolar fragmentos
com atividade somatotréfica satisfatbria no homem("', a sua aplica¢do ndo é vidvel por causa de sua
antigenicidade(ss), Uma outra alternativa, a sintese do HCH em grande escala, ainda hoje é uma
possibilidade remota, pois o hormdnio é constituido de uma cadeia muito longa de
191 amino-acidos'47), Portanto, a Gnica fonte para a obtengdo do HCH é a glindula hipofisiria humana,
por ser a produtora e armazenadora deste hormdnio.

Desde a introdu¢do de métodos radioimunolégicos sensfveis para a dosagem do hormdnio de
crescimento humano em fluidos biolbgicos e em extratos, em 1963, por GLICK, ROTH e YALOW‘”’,
0 extrato purificado encontrou sua segunda aplicagdo pratica em grande escala. Como é sabido, um
hormdnio extremamente puro se faz necessirio para a realizacdo de vérias etapas deste tipo de ensaio:
para a produtdo de anticorpos especificos, para sua fung3o como padrfo e para a marcagio com
elementos radioativos.

Tendo o interesse voitado para a obtencio do hormdnio ou em grande escala para fins
terap8uticos e/ou altamente puro para ensaios ou pesquisa, virios autores empenharam-s8 no
desenvolvimento de metodologias de extraclo e purificagio do HCH.

Na obtengio de HCH para uso clinico existem, basicamente, dois processos que evitam a
deteriorac3o das hipofises humanas até a sua extragSo: 0 congelamento e a conservagio em acetona 66/,



Estruturs ds moléculs de HCH, segundo LI e cols.!40

Figurs 1 -



O sequndo método tem sido o mais empregado por ndo necessitar de condi¢des especiais de temperatura,
permitir o armazenamento de grande namero de glandulas durante varios anos a 4°C, sob a forma de pb
acetonizado, reduzido a cerca de 1/6 do volume original e por ser vantajoso para o transporte do
material biolégico. Contudo, os processos de extragdo do horménio deste material sdo relativamente
drasticos, empregando-se acido acético glacial aguecido — método de RABEN‘53), solugOes fortemente
alcalinas — métodos de WILHELMI'75) PARLOW e cols.®®’, ELRICK e cols 18 MILLS e cols'*?) e
STROUD'®8) _ oy solugdes muito 4cidas — método de REISFELD!SS. As hipbfises congeladas,
obviamente. n3o oferecem as mesmas facilidades para armazenamento e transporte mas por outro lado
para sua extracin podem ser empregidas condigBes mais suaves, representadas por solugdes-tampdo
diluidas e de pH préximo ao neutro — métodos de ROOS!6®) L1141 TRYGSTAD'®®) & LEWIS!IE!.
Tais procedimentos sdo inefetivos para as hipdfises acetonizadas.

Pouco tempo ap6s o inicio do emprego do HCH para fins terapéuticos, notou-se o aparecimento
de anticorpos séricos contra o hormdnio em alguns pacientes, bloqueando ou n3o a sua ag3o sobre O
crescimento estatural”m. Tratando-se de uma proteina homéloga, n3o era esperada a formacgdo destes
anticorpos. Como a maioria dos pacientes que desenvolveram resisténcia ao hormdnio haviam sido
tratados com HCH preparado por métodos de extragdo mais drasticos, atribuiu-se a estes processos a
inducdo de modificacGes estruturais ou agregacao da mofécula, tornando-a antigénica. Em alguns casos a
substituicio do preparado hormonal por outro, extraido sob condicbes mais suaves (ROOS), ap6s
intervalo terapéutico em que o titulo sérico de anticorpos diminufa sensivelmente, ndo provocava mais
aumento do nivel sérico dos mesmos, favorecendo a hipotese acima exposta. Contudo n3o pode ser
posta de Jado a suposigio de que existe um fatcr genético contribuindo para a formagdo dos anticorpos,
j& que houve relatos sobre casos de nanismo familiar que desenvolveram resistencia contra HCH
preparado em condigdes pouco desnaturantes (HCH ROOS)‘GG).

A escolha do método para extracdo do HCH depende dos propbsitos de cada laboratbrio e
fundamenta-se nas seguintes consideracgdes:

a. Obiencdo de hormdnio para emprego clinico com alto rendimento por grama de hipoéfise.
Em geral sio métodos que processam um grande numero de hipofises ou p6 acetonizado a0 mesmo
tempo; os métodos de ROOS e cols.' 89", wiLHELMI!7®), RABEN!S3), REISFELD e cols.'58' e MILLS
e cols.‘“) estio entre os mais empregados. Estes preparados, de um modo geral, ndo sdo os mais
homogéneos, contendo maior ou menor quantidade de outros hormdnios hipofisdrios, especiaimente a
prolactina(se).

b. Interesse na obten¢do de outros hormdnios da hip6fise anterior, como gonadotrofinas,
hormdnio tireotr6fico (TSH), ou fatores lipotroficos, além do hormdnio de crescimento (TRYGSTAD &
FOSS'®9) ELRICK e cols.!'®, STOCKELL HARTREE'®®) pARLOW e cols.®0’).

¢. Outro aspecto a ser considerado na escolha do método é o grau de antigenicidade do
produto para o paciente, devendo-se dar preferéncia 3s extracdes menos drasticas possiveis 66’, evitando
condigdes que favorecam a presenga de hormdnio agregado‘26'36'37'“).

d. Obtengdo de hormdnio altamente purificado para fins de pesquisa, como por exemplo,
caracterizagdo fisico-quimica, determinacdo da ‘sequéncia de amino-4cidos, estudo de efeito metabdlico e
emprego em radioimunoensaio — método de LI 4! ),

e. CondicBes existentes de armazenamento e transporte de gldndulas hipofisdrias para o local de
extracdo. A preferdncia deve ser dada ao congelamento, porém, no transporte a longas distancias, muitas
vezes isto nSo é vidvel, tendo-se que optar pela acetonizagdo.

Como muitos hormbnios peptidicos, também o HCH nio ¢ encontrado apenas sob a forma no
plasma e em extratos glandulares”g’. Todos os tipos de preparados de HCH para uso clinico apresentam
uma certa heterogeneidade quanto aos aspectos flsico—qu(mico(eo'm’ ou bioldgico. De um modo geral,



esta heterogeneidade deve-se principaimente & multiplicidade de formas diferentes de HCH do que a
prote(nas contamimmtes‘2 5) e se comprova pela presenca de trés tipos de componentes:

a. Formas de hormdnio com atividade bioldgica e/ou imunolbgica somatotréfica e com massa
molecular semelhante a0 mondmero. Estas formas moleculares sdo detectadas por divefsas técnicas de
eletroforese em 20na, como em dgel de amido!4.18.19.20,21 '3"5”, em gel de
poliacrilamida“"22'29'33'34'37-52'5‘-55'61'63'5‘-55'69'72'77), em eletrofocalizacio”1-29'35) ou pela

imunoeletroforese“g'u'57). Discute-se quanto 3 origem destas formas, sendo interpretadas como
produtaos gerados artificialmente durante o processo de extra¢50(31'37'57'62), por agio

proteol ftica'33:34:35.52.77) o, como potimorfismo genético!'9-31.69),

b. Componentes com atividade biol6gica e/ou imunolbgica somatotrbfica, mas com massa
molecular maior que o HCH monomérico. Estas formas em geral sdo detectadas por métodos
cromatograficos em gel de Sephadex“8'38'57'62'76'79), em gel de troca 56nic3(38.41,52,63,72)' tendo
sido também observados em EGPA na presenga de redutores‘zs'as). Estas formas sdc interpretadas
como sendo moléculas de HCH agregadas ou polimerizadas(z""m'26'3"'38"‘7'57'61 '68), ligadas a outras
prote(nas'“'m) ou precursoras do HCH‘G"JG).

Estes dois tipos de componentes, por apresentarc-n atividade biol0gica e/ou imunolbgica
somatotréfica, sdo conjuntamente denominados de isohormdnios do HCH(G”.

c. Componentes n3do relacionades ao HCH, que podem ser outros hormdnios
hipofisérios('6'20'37'“'54'55'62'66'69'72) ou proteinas teciduais, incluindo enzimas proteolfticas(aa).
A presenca destes componentes, usualmente & comprovada pela pesquisa de sua atividade biolbgica
especifica nos preparados de HCH. Em geral, outras atividades hormonais s3o encontradas em niveis
desprezfveis nos preparados clinicos de HCH. Entretanto, uma atividade hormonal ndo somatotréfica
sempre encontrada em maior ou menor grau nos extratos de HCH hipofisario é a prolactina. Parece
provivel que tanto a atividade somatotr6fica como a prolactinica residam em uma mesma molécula, se
bem que cada uma, possivelmente, ocupe sftios biologicamente ativos diferentes na molécula(ss'”".
Durante muito tempo permaneceram diavidas quanto 3 existéncia de um hormodnio prolactinico isolado,
no homem e nos primatas. Contudo, vérias provas biolégicas, imunolbgicas e clinicas favorecem a
existéncia deste hormdnio. Muitas das dificuldades em caracterizar a prolactina resultam do fato de que
ela é encontrada em quantidades fnfimas na glandula hipofiséria, sendo de 20 a 50 vezes menor que a do
HCH 47), A sua caracterizagdo quimica, através da determinagdo da sequéncia de aminodcidos podera
estabelecer a sua existéncia como entidade isolada.

A partir de 1965, ap6s uma visita feita ao Centro de Aplicag3es Biomédicas de Radiacdes e
Radioisbtopos do Instituto de Energia Atdmica, pelo Dr. GEMZELL, professor da Universidade de
Uppsala, foi iniciada por nosso orientador nesse Centro, a extragdo e purificagdo do hormbnio de
crescimento humano. O método original foi o Je ROOS FEVOLD & GEMZELL'S0) escolhido por
haver condicdes de armazenamento de hip6fises congeladas, fato que permite a extragdo do hormdnio
em condi¢Bes pouco desnaturantes. Inicialmente, usando equipamentos improvisados e hip6fises humanas
cedidas pelo atual Diretor do Instituto de Medicina Legal de S3o Paulo, Dr. H. SHIBATA, a metodologia
foi sendo moficada, essenciaimente, pela introduc3o de semi-automatizagdo na etapa de fracionamento
do extrato daquelas glandulas, em gel de SephadexG100m. Em face dos resultados obtidos,
desenvolveram-se planos de pesquisa para a realizacio de dois objetivos fundamentais: a obtencio de
hormdnio de crescimento em quantidade adequada para aplicagio na terap8utica clinica do nanismo
hipofisdrio — nessa época em andamento nos Estados Unidos com bons resultados — e a obtenclo de
hormbnio suficientemente puro, susceptivel de ser marcado com radio-iodo para emprego em sistemas de
dosagem radioimunolbgica.

Antes de sua aplicagio clinica era indispensdvel a caracterizaco quimica, imunolbgica ¢
biolégica do produto obtido. Estas caracter(sticas eram necessérias também para que se pudesse usar o
hormdnio como antigeno a ser marcado com iodeto radioativo, e produto a ser usado como padrio em



compara¢do com o horméme pamdo internacional da Organizagao Mundial de Saide (W.H.O). Todos
estes aspectos foram desenvolvidos de forma mais ou menos simultanea.

Um dos princpais interesses deste estudo foi a determinacdo da massa molecular do HCH.
Existem vérios métodos para a determinagdo da massa molecular de protea’nas‘n), ¢lassificados em
métodos quimicos {baseados na composigio de aminoacidos da molécula) e tfsico-quimicos. Os Gltimos,
por sua vez podem ser divididos em 2 categorias: os baseados nas propriedades coligativas da proteina em
solu¢do, como 0 método da pressdo osmoética e os hawados na massa molecular da protefna, empregando
diversas técnicas de ultracentrifugacio para a analise da sedimentagdo molecular ou técnicas de exclusao
cromatografica em gel de SephadexH 73} As técnicas de exclusio avaliam indiretamente a massa
molecular através do raio geométrico médio {raio de Stokes) da molécula. Recentemente introduziram-se
métodos de exclusdo molecular aue empregam a eletroforese em zona em matrizes especiais como o gel
de amido ou gel de poliacrilamida.

Atualmente, ndo existe nenhum método fisico-qufmico que possa ser considerado ideal, pois,
todos dependem de pressuposicdes tebricas. Dos métcdos, 0s mais precisos sdo 05 Que empregam a
ultracentrifugacdo e o da pressio osmOtica. Sua aplicagao correta depende da aparethagem sofisticada e
de cuidados técnicos eleborados, principaimente do emprego de solugGes proteicas altamente puras. Por
outro lado, o método cromatogrificn em qel de Sephadex e os métodos eletroforéticos podem ser
aplicados a proteinas em misturas, desde que se tenham padrdes proteiccs conhecidos para referéncia.
Com as vantagens adicionais de simplicidade e rapidez de execug¢do, estes métodos tém sido
frequentemente empregados, com resultados satisfatébrios. Apbs a introdugao dos métodos
eletroforéticos, estes vieram a substituir rapidamente o método cromatogrifico, pelo seu alto poder de
resolucdo na separacdo de misturas proteicas e pela economia de material proteico.

A eletroforese em zona em matrizes de géis de amido ou poliacrilamida tira proveito da duas
propriedades fisico-quimicas para efetuar a separagdo de misturas proteicas: a mobilidade eletroforética e
o tamanho molecular. Nus géis sintéticos de acrilamida, a matriz é formada por uma estrutura em malha,
devida a polimerizacdo entre a acrilamida (mondmero) e o elemento de ligagcao BIS-acrilamida
(polimero). Esta reacdo ¢ aceferada por catalizadores e exposicdo 3 luz (fotopolimerizagdo). Os poros
desta malha t2m dimensfes que se aproximam ao tamanho das moléculas proteicas, retendo-as por
fricgdo. Esta propriedade veio aumentar bastante o poder de resolucdao na separacdo eletroforética de
misturas proteicas. Uma das principais vantagens dos géis é a possibilidade do controle do tamanho dos
poros de matriz, pela variagdo da concentracao dos substratos (acrilamida e BIS-acrilamida). Em
comparacdo ao gel de amido, o gel de poliacrilamida oferece vantagens pelas suas caracteristicas fisicas
de transparéncia, rigidez, termoestabilidade e por ser um meio nao-idnico e relativamente inerte do
ponto de vista qufmico(12'49).

ORNSTEIN®! & DAVIS!'2) padronizaram a técnica de EGPA, estabelecendo as condicBes
para que se tornasse um método aitamente reprodutivo. A matriz eletroforética é preparada
imediatamente antes do uso e é constituida de 2 géis diferentes: um superior, de concentracdo baixa em
acrilamida, de dimensdes pequenas, sobreposto ao gel princigal, de maior concentracio de acrilamida e
longo. A amostra é colocada em cima do primeiro gel ou pode ser incluida em um gel semelhante ao
primerio. Pela escolha de tampdes de composico idnica e pH adequados, as espécies idnicas da amostra
penetram no primeiro gel e nele se concentram em camadas, de acordo apenas com a sua mobilidade
eletroforética. A separacdo pelo tamanho molecular é levada a efeito quando as camadas proteicas, pela
ordem de mobilidade, penctram no sequndo gel (também chamado gel principal ou gel de separa¢3o). A
concentracdo proteica nas camadas formadas no primeiro gel é muito alta, sendo a espessura da ordem
de micrdmetros. Este efeito resulta em duas vantagens do método: a separacBo de espécies idnicas
contidas em solugBes dilufdas e a possibilidade de detectarem-se quantidades muito pequenas de
prote(nas (da ordem de poucos mlcrogramas)“z'49). A identificagdo das protefnas ap6s a eletroforese ¢
feita pela coloragdo dos géis com corantes especlficos, revelando-se as proteinas como bandas hem
celimitadas e estreitas.

Baseadas nesta técnica, varias metodologias foram elaboradas com s finalidade de estabelecer



métodos simples, reprodutiveis e precisos para a estimativa da massa molecular de protelnas. Estes
métodos podem ser divididos em Juas categorias: os que mantém a protelna em seu estado nativo e os
que a alteram quimicamente. Na primeira categoria encontrase o método bdsico de
HEDRICK & SMITH(ZB), cujo desenvolvimento matemético foi aprofundado por RODBARD &
CHRAMBACH5?). Na segunda categoria encontram-se as metodologias nas quais as cargas proteicas sdo
uniformizadas pela reagdo com substdncias redutoras como o detergente anidnico dodecil-suifato de
sddio {(SDS) e beta-mercaptoetanol(3'7'"'45'67'74) ou detergentes catibnicosu”. Outras técnicas
propdem um aumento d3 solubilidade da protefna por agentes redutores como a uréia ou o detergente
inerte Triton-X'27), Todos estes métodos de uma forma ou de outra, alteram a estrutura molecular. No
caso da reacdo com os detergentes idnicos a discriminagdo eletroforética processa-se apenas pela massa
molecular, desaparecendo eventuais diferencas em mobilidade entre moléculas de massa molecular
semelhante.

Diante de todas estas possibilidades de escolha deu-se preferdncia = um método de EGPA
analltico que conserva o estado nativo da molécula proteica. A vantagem do emprego deste tipo de
metodologia reside na possibilidade de se obterem informac¢des adicionais sobre o numero e tipo de
componentes proteicos presentes em um extrato hormonal, conservando a sua integridade imunolbgica e
biolégica.

O método adotado para a determinacdo da massa molecular, foi o descrito por HEDRICK &
SMITH(“), usando-se 4 concentracdes diferentes de acrilamida no gel de separagcdo. O sistema de EGPA
empregado toi o descrito por ORNSTEIN & DAVIS“2'49’, omitindo-se a inclusdo da amostra em gel,
isto é, aplicando-a diretamente sobre o primeiro gel. O tratamento matemadtico dos resultados seguiu o
modelo proposto por RODBARD & CHFIAMBACH(SQ’, que permite a caracterizagdo de produtos
proteicos quanto a sua massa molecular (pelo raio geométrico médio) e gquanto a sua mobilidade
eletroforética.

O objetivo da presente dissertagao é o de apresentar os resultados obtidos com o fracionamento
eletroforético de preparados diferentes de HCH, visando a determinacdo de sua massa molecular e o
estudo comparativo de sua composicdo proteica. Este estudo foi realizado em vérios grupos de amostras,
com finalidades diversas. No primeiro grupo, prepara¢des liofilizadas para uso clinico, de procedéncia
diferente, foram comparadas entre si quanto aos dois aspectos acima mencionados. Nos grupos seguintes,
trds séries de amostras, obtidas pela sequéncia do fracionamento cromatogrifico do extrato hormonal em
gel de Sephadex G 100, foram avaliadas quanto 3 homogeneidade, relacionando-a ao volume da eluigdo,
no intuito de encontrar a fragdo na qual se pude obter v preparo hormonal mais puro.

il -MATERIAL E METODOS

1 - ExtragBo e Purificacio do Hormbnio de Crescimento Humano

As extracBes de HCH sdo feitas rotineiramante nos laboratérios do Centro de AplicagSes
Biomédicas de Radioisbtopos e RadiagB3es do Instituto de Energia Atdmica, reprosantando'para este
trabatho apenas um velculo para a obtengio de parte dcs produtos submetidos 8 andlise. Uma descrigo
sucinta das fases mais importantes do processo seré exposta.

O método de extraclo empregado foi o descrito por ROOS, FEVOLD & GEMZELL‘GO’,
modificado por ASSIS e cols.?) quanto & primeira extragdo do material biolégico e quanto 3
semi-automatizacSo durante a fase de fracionamento do extrato em gel de Sephadex G 100.

Os preparados hormonais analisados provém de 4 extrac3es recentes (1977) e de 3 extragBes
realizadas em 1974 e 1975, armazenadas como p6 liofilizado a -20°C e recentemente dissolvidas e
repurificadas conjuntamente sm gel de Sephadex G 100.



Todas as etapas do processamento foram realizadas a 4°C. Cerca de 100 u de hipéfise humanas
(cedidas pelo Departamento de Anatomia Patoloégica da Faculdade de Medicinra da Universidade de Sdo
Paulo e pelo Instituto Médico Legal), armazenadas congeladas desde a sua obteng3o por necrbnsia,
foram homogenuizadds e extiatdas por 4 a 5vezes, na primeira delas com 3gua destilada e nas outras
com tampdo fosfato de potdssio 0,03 M, pH 5,2. Cada extrato foi centrifugado a 16 000 x g, o resfduo
servindo como substrato para a extragdo seguinte. Os sobrenadantes conjuntos foram levados a pH 7,0
através da titulagio com solugdo de NaOH 1 N, Solucdo saturada de sulfato de amdnio foi adicionada ao
extrato até obter-se uma saturagio de 50% deste sal, provocando a precipitacdo de protefnas. O material
precipitado foi separado por centrifugagdo e dialisado contra gua destilada até a eliminac3o completa do
sal. Este extrato bruto foi liofilizado e re-extraido por 4 a 5vezes com tampao fosfato de potassio
0.1 M, pH 6,8, acrescido de NaCl05M, diluido numa proporgdo 1:5. O volume deste extrato foi
reduzido por ultracentrifugacdo através de membrana “DIAFLO" PM 10, aplicando-se uma pressao
de 3,5 kg/cm®. Reduzido para cerca de 30 a 40 ml e contendo até 1,2 g de protefnas quantificadas pelo
método de LOWRY (item 7, cap. 11}, o extrato foi fracionado em roluna refrigerada de Sephadex G 100,
de 100 cm de comprimento e 5cm de didmetro (coluna PHARMACIA K 50/100, Uppsala, Suécia)l,
equilibrada com tampdo fosfato de potéssio 0,1 M, pH 6,6 contendo NaCl0,5M e azida de Na 0,02%.
Sendo o sistema fechado, o fluxo ascendente através da coluna foi mantido por meio de uma bomba
peristéltica, numa velocidade constante de 45 mi/hora. O elufdo foi coletado em fragdes de 15 ml em
coletor automético. O registro simultaneo da eluicdo proteica através de monitor de tuz UV em
comprimento de onda de 230 nm (LKB-Uvicord |1} foi usado apenas como controle; uma medida mais
apurada foi realizada em cada fragio coletada, em espectrofotdmetro ZEISS-PMQ 11, com leitura da
absorbancia em 280 nm de comprimento de onda em luz UV. Através do registro grafico destas leituras
podem-se distinguir 4 picos proteicos (Figuras 29, 31 e 33), relacionados a seguir com os respectivos
volumes de eluicio médios, calculados por dados nbtidos em diversos fracionamentos, realizados em
épocas diferentes.

V. (média t d.p.)
PICO N
(ml)
| 470 40 6
I 870 30 6
1] 1046 67 6
v 1860 46 6
V, — volume de elui¢do
N — nimero de fracionamentos

O HCH, detectado por radioimunoensaio em diversas fracdes do elufdo, é encontrado em
quantidades minimas nos picos! e II; a sua distribuicdo principal acompanha quantitativamente o
cromatograma do pico lIl do fracionamento em gel de Sephadex G 100: no pico IV ndo foi
determinado '

2 — PreparagBes de Hormbdnio de Crescimento Humano

As preparacdes abaixo relacionadas diferem entre si pelo método de extracfo empregado para a
sua obtencdo, sendo identificadas pelo nome do autor principal do processo. O hormbnio extralido em
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nosso laboratdrio, obtido pelo métado de ROGS, ¢ identificado pela sigla | E A {Instituto de Energia
AtOmica), sequida pelo numero do lote.

Todos os produtos foram divididos em 4 grupos, de acordo com o objetivo da analise a que
foram submetidos. Ao grupo !l pertencem os preparos liofilizados {com uma exce¢do) de outros
laboratorios e do | E A, estudados quanto A composicio proteica e massa molecular. Nos grupos I, 1l e
IV encontram-se as amostras em solucdo, coletadas em série nos eluidos do fracionamento
cromatografico em gel de Sephadex; cada grupo corresponde a um lote diferente de HCH-IEA

2.1 - Grupo }

1.

10.

1.

12,

HCH RABEN n230G - doado pelo Dr. M. S. Raben do New England Medical Center
Hospital em Boston, E.U.A.

. HCH STROUD - ejtraido nos laboratérios do Departamento de Clinica Médic.

Divisdo), da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo e gentilmente .
pelo Dr. A, A. PUPO.

HCH MILLS (FC,) — extraldo no mesmo laboratorio acima e doado pelo Dr. A, A,
PUPO'?).

. HCH STROUD - extrafdo nos laborat6rios da Universidade de Brasilia e gentilmente

cedido pelo Dr. V. B. CRUZ.

. HCH ROOS - produzido na KABI Laboratories {(Estocolmo, Suécia) doado pela ASTRA

Qufmica do Brasil, sendo fornecido em ampolas estéreis para uso clinico. Por
radioimunoensaio, a atividade deste hormdnio é de 2 U.1./ma.

. HCH WILHELM! — National Institutes of Health (NIH) — NIH - GH—~ HS 2160 E —

doado pelo Dr. A. E. WILHELMI da Emory University (Atlanta, Georgia — EUA),
horménio puro para radioimunoensaio.

. HCH IEA LHC 050875 — P¢6 liofilizado em condi¢3es estéreis, correspondente ao

pico Il resultante de uma ruourificagdo conjunta do produto de 3 extracdes, estocadas
liofilizadas a -20°C por 2 a 3 anos.

. HCH IEA LHC 310177 — pé liofilizado em condigBes estéreis para aplicagdo ciinica.

. HCH IEA LHC 270777 — obtido nas mesmas condi¢des da amostra anterior,

HCH IEA LHC 270777 — igual ao produto anterior, porém submetido por 2 vezes
liofilizagdo.

HCH IEA LHC 031177 — p6 liofilizado da fracdo central de eluido do pico Il da
purificacdo em ael de Sephadex (concentracdo maxima de protefnas).

HCH I1EA LHC — HCH em solugdo, pico It} total antes da liofilizacdo.

22 -~ Grupo I}

HCH IEA LHC 050875 — cada amostra corresponde a uma fra¢3o dos efufdos de 15 mi,
coletados durante a purificaco em gel de Sephadex deste lote de hormdnio, estocado hd 2-3anos. O
lote de extracdo é 0 mesmo da amostra 7, grupo |.
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N? da Amaostra Viriame de shaivu Identificagac

13 860 ! Infcio do pico I

14 G20 mi Pico 1, porgdo ascendente
15 9380 inl Pico ll, porgcdo ascendente
16 1040 ml Pico !ll, concentragdo mdxima
17 i 100 i Pico 11, porgao descendente
18 1100 mi Pico IIl, porgcdo descendente
19 1220 mi Pico 1}, porcdo descendente
20 1 280 1l Pico tH!, pargdo descendente
21 134G i Picoy 111, porcio descendente

2.3 — Grupo It

HCH IEA LHC 270777 - Aiigquatas coletadas nas mesmas condicoes do grupo anterior de
amostras. O lote de extracdo é o mesmo das amostras HCH 9 e 10 do grupo 1.

N? da Amostra Volume de clingdo Identifica¢do

22 64C mi Pico 11, fracdo de concentracdo mdlxima
23 930 mi Pico lil, porcdo ascendente
24 330 il Pico Ill, porgdo ascendente
25 1050 mi Pico 1, concentragdo médxima
26 1110 mi Pico 1, porgdo descendente
27 1170 mi Pico 111, porgdo descendente
28 1230 ml Pico 111, por¢do descendente
29 1290 mi Pico HI, por¢do descendente
30 1350 il Pico I, porgdo descendente
31 1410 mi Pico W, porgio descendente
32 1470 mi Pico IH, porgdo descencente

2.4 - Grupo IV

LHC IEA 031177  Antyuotas culeiadas do mesmo modo que as anteriores; poréra de extrato
puificado duas vezes na coluna de gel de Sephadex. O 27 fracionamento sucedeu a uma purificacdo
inicial, da qual se eliminou a maior parte do picol e todo o picolV; os picos!l e Il foram
reconcentrados por uitrafiltracio e repa.sadas peia . 1esma coluna, ocasido na qual as amostras foram
coletadas.

N? da amostra Volume do eluivdo Identificagdo

33 400 mi Pico |, concentragdo méixima
34 800 i Pico Il, concentragio mixima
35 8B40 mi Pico |1, porgdo descendente
36 9G0 mi Transigdo entre picos 11 e I1lI
37 960 mi Pico {Il, por¢do ascendente
38 1020 wmi Pico Ill, concentragdo mixima
38 1 030 mt Pico 1, porgio descendente
40 1140 m) Pico 1lt, porcdo descendente
41 1200 mi Pico 1, porgdo descendente
42 1260 mi Pico 111, porgdo descendente

43 1220 mi Pico tll, por¢do descendente



A dosagem do HCH pelo método de radioimunoensaio desenvolvido por BARTOLINI e cols.
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(5)

nos extratos de HCH-1EA (Pico 111) estudados, deu os sequintes resultados:

LHC-IEA — 050875 = 1,17 U.l./mg
LHC4EA — 310177 = 1,59 U.l./mg
LHC-IEA — 270777 = 1,95 U.l./mg
LHC-lEA — 031177 = 0,92 U.l./mg

3 — Padr3es Proteicos

Estas protelnas puras foram usadas como referdncia de massa molecular para o estabelecimento
da curva-padrdo.

1.

2.

Bacitracina — Schwarz-Mann, lote n® AZ 2036.

Glucagon cristalino — Eli Lilly do Brasil.

. Insulina porcina cristalina — Eii Lilly Laboratories, lote n®615-D63-10.
. Mioglobina cristalina {esperma de baleia) — Schwarz-Mann, lote no AZ 2084.

. Papafna, duas vezes cristalizada, em suspensio de acetato de Na Q05M, pH45 —

Sigma.

. Quimotripsinogénio A (pancreas bovino) — Schwarz-Mann, lote n® BZ 2598,
. LH e FSH — Organon do Brasil.
. Ovoalbumina, duas vezes cristalizada — Schwarz-Mann, lote n® Y 3872.

, Soroalbumina bovina cristalizada — Schwarz-Mann, lote n® AZ 2132,

10. Lactoperoxidase liofilizada —- Sigma.

4 — Eletroforess em Gel de Poliacrilamida

4.1 — Reagentes Analfticos

1.

2.

Acrilamida — Bio-Rad.
N.N’-metileno bis-acrilamida {BIS) — Bio-Rad.
N,N.N’,N’ tetrametilenodiamina {TEMED) — Bio-Rad.

Riboflavina — Roche.

. Sacarose, cristais — J. T. Baker.
. Acido clorfdrico concentrado ~ Carlo Erba.

. TRIS-hidroximetilaminomentano {TRIS basico)} — Merck.
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8. Glicina - Merck.

9. “Coomassie Brillant Blue" R-250 — (CBB) ~ Bio-Rad.
10. Acido acético glacial — J. T. Baker

11. Azul de bromofenol - Marvk.

12. Acido tricloroacético, ciistdis - Berzoq.

4.2 — Solugdes estoque
4.2.1 — Para Polimerizagdo e Eletroforess
Estas solugbes foram preparadas segundo o método descrito por DAVIS“Z), mantendo-se a

nomenclatura dada por este autor. Todas as solucBes foram armazenadas em frascos dmbar a 4°C, salvo a
solugdo F, que foi armazenada a -15°C.

Solugdo estoque A

TRIS basico 366 g
TEMED 0,23 ml
Acido cloridrico 1 N 480 ml
H,0 destilada g.s.p. 100 ml

pH 8,9 — ajustado pela adigdo de HCI 1 N, quando necessdrio

Solugdo estoque B

TRIS basico 598 ¢

TEMED 0,46 ml
HCI1N 48,0 wml
H,0 destilada q.s.p. 100 ml

pH 6,7 — ajustado com HCI 1 N guando necessdrio

Solugdo estoque C

Acrilamida 280 g9
B81S-acrilamida 0,7359
H,0 destilada q.s.p. 100 m}

Solugfo estoque D

Acrilamida 100 ¢
B1S-acritamida 25 9
H,0 destilada q.5.p. 100 ml



Solucdo estoque b

Riboflavina 40 mg
H,O destilada q.s.p. 100 m!

Solugdo estoque F

Sacarose 400 g
H,0O destilada q.s.p. 100 mi

Solugio de azul de bromofenol 0,1%

Azul de bromofenol 50 mg
H,0 destilada q.s.p. 5 m!

Solugdo tampdo concentrada para eletroforese-TRIS-Glicina 0,4 M

TRIS basico 60 g
Glicina 288 g
H, 0O destilada q.s.p. 1000 m)
pH 8,3

4.2.2 — Solugdes Estoque para Fixagdo, Coloracdo e Descal~ra ™n

Solugdo de 4cido tricloroacético a 50%

Acido tricloroacético 500 ¢
H, O destilada q.s.p. 1000 mi

Solugdo CBB a 2%

Coomassie Brilliant Blue R-250 20 g
H, O destilada q.s.p. 100 ml

Solugdo de 4cido acético a 7%

Acido acético glacial 70 mi
H,0 destilada q.s.p. 1000 mi
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4.3 — Solugles para Polimerizacdo

4.3.1 — Gel de Separaciio ou Gel Principal

Seguindo a metodologia de HEDRICK & SMITH‘zB’, preparou-se 0 gel de separagio em
4 concentragdes diferentes de acrilamida, mantendo constante em 38,1 a relagdo

acrilamida:BiS-acrilamida.

O limite inferior de concentragdo {7%) foi escolhido por razles préticas, j4 que concentracdes
menores, embora possiveis, resultam em géis de baixa consistehcia, nos quais o fendbmeno da difusdo
proteica é acentuado. Quando ocorre difusdo, a banda proteica se apresenta com limites imprecisos,
dificultando a medida. O limite superior de 14% foi escolhido para manterem-se as condicdes de
linearidade das retas de FERGUSON, como sera explicado no item 5.3. deste capfitulo.

Todas as solughes foram preparadas imediatamente antes da polimerizagdo, depois das
solugles-estoque estarem em equilfbrio com a temperatura ambiente.

Para o preparo de cada concentracio de gel (A%) foram mantidas as seguintes proporgdes entre
as solugbes-estoque:

A% SOL. A SOL.C SOL.E H,0

7 1 2 1 4
10 1 2,85 1 3,15
12 1 343 1 2,57
14 1 4 1 2

4.3.2 — Gel Superior

Para gualquer concentrag3o de gel principal o preparo deste gel foi o mesmo, obedecendo 3
seguinte proporgdo entre as solugdes estoque:

SoL. B SOoL.D SOL.E SOL.F

1 2 1 4

Sua concentra¢do em acrilamida foi de 2,5%.

4.4 — Material para EGPA

1. Tubos de vidro de 80 mm de comprimento ¢ 5 mm de didmetro interno, para moldagem
dos géis.

2. Cuba para eletroforese com capacidade para 12 tubos, com reservatdrios superior e
inferior capazes de conter cerca de 600 ml de tampfo (Tecnica PERMATRON, S#o
Paulo).

3. Fonte de alta tensSo BIO-RAD Modelo 400,

4. LAmpada para polimerizaco com luz fluorescente de 15 watts.
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5. Micropipetas capilares de 5, 10, 20, 25, 50 e 100 microlitros “Clay Adams’’, para o
preparo de diluigSes e aplicacdo das amostras.

6. Seringa de 10 ml, com agulha de ago inoxiddvel BD 23, de 51 mm de comprimento,
usada para a extragdo dos géis dos tubos de vidro.

7. Tubos de ensaio de 105 x 10 mm, para fixagdo, coloragdo e descoloragdo dos géis.
8. Tubos de vidro de 150 x 6 mm para armazenamento, medida e fotografia dos géis.
9. Régua transparente de 20 cm com divisdes de 0,5 mm para medida dos géis.

10. Material fotogréfico:
Camara fotogréfica Asahi Pentax com lente 1:1,4, 50, munida de filtro amarelo e anel de
aproximagdo automético Asahi Pentax n? 1 para ampliagbes cerca de 1,2 a 1,3 ouno 2
para as ampliagdes de 1,5 vezes. Para fotografias coloridas usou-se o filme Kodakolor t
de 100 ASA e para as fotografias em preto e branco filme Panatomic X de 32 ASA.
Como fundo empregou-se um negatoscOpio iluminado. Para fotografar os géis seguiram-se
as sugestdes dadas por OLIVERMB).

4.5 -- Procedimento Experimental
4.5.1 — Preparo das Amostras Proteicas para Eletroforese

As solugBes proteicas de padrdes e extratos hormonais foram preparadas de modo que o volume
a ser aplicado ao gel contivesse 20 ug de protefnas e 20% de sacarose em solu¢do aquosa. A sacarose foi
empregada com a finalidade de aumentar a densidade da solugdo, evitando sua mistura com tamp3o no
infcio da eletroforese.

Quando as protelnas eram puras, sob forma cristalizada ou pé liofilizado, eram pesadas em
balan¢a analftica com precisdo de 0,01 mg e, com base nisto, dissolvidas em Adgua destilada para cbter-se
concentra¢do de aproximadamente 2,5 mg/ml. Apbs a quantificacdo proteica pelo método de LOWRY
(item 7, cap. I1), quando necessdria, a concer‘racio era ajustada com &gua destilada para 2 mg/ml. Cem
microlitros desta solugio eram misturados a volume igual de sacarose a 40%, aplicando-se 20 ul desta
solugdo ao gel,

As protefnas nfo puras ou obtidas em solugdo, como a papalna e os extratos hormonais
coletados durante o fracionamento em Sephadex, eram inicialmente submetidas a dislise contra &gua
destilada a 4°C determinando-se em seguida a quantidade de proteinas. Em muitas amostras dos extratos
em solu¢o a concentracdo proteica era menor que 2 mg/ml; obrigando entio a0 emprego de maiores
volumes de aplicaclo e/ou A dissolugdo da sacarose na propria amostra. Quando isto ocorria, procurou-se
fixar o volume de aplicacdo em 50 ul, o que nem sempre foi possivel (geraimente nas aliquotas coletadas
na porgdo descendente final do pico I1l do fracionamento), usando-se por vezes volumes de 60 ou 75 wl.
Esta diferenca em volume acarretava apenas maior demora na penetracdo de toda a amostra no gel, nfo
afetando a distdncia de migraglo relativa das bandas proteicas no gel principal.

Todas as proteinas assim preparadas ficavam armazenadas a 4°C,

CONTROLE ~ Cada corrida eletroforética foi acompanhada por um gel controle, ao qual se aplicou
20ul de soluco aquosa de sacarose a 20%, preparada a0 mesmo tempo que as
solucBes proteicas, usando-se a mesma soluclo concentrada de sacarose e 8 mesma
Sgua destilada.



16

PROTEINAS PADRAO -- Dada a escassez do material, glucagon, LH, FSH, papafna e lactoperoxidase
tiveram apenas uma determinagdo em cada concentracdo de gel. As demais
proteinas foram processadas em duplicata, exceto a scroalbumina bovina, que
foi analisada em triplicata.

AMOSTRAS DE HCH - Grupo | - Cada amostra deste grupo foi submetida a eletroforese por uma vez
em cada concentragdo de gel. Grupos !}, Il e IV. Cada amostra foi analisada
uma vez em cada concentragdo de gel. Sendo as amostras em série, 0s mesmos
componentes apresentaram-se em diversas amastras, podendo entdo ser
consideradas como determinagOes multiplas.

4.5.2 — Preparo dos Géss para Eletroforese

Os tubos fimpos e secos foram vedados na sua extremidade inferior com filme impermeével
adesivo (PARAFILM), para assegurar a formagdo de uma superficie lisa de gel e dispostos em estante
apropriada para manter uma posi¢3o rigorosamente vertical.

Logo que estava pronta, a solugdo de polimerizac3o do gel principal era submetida a vacuo
durante 3 a 4 minutos para eliminagdo de ar e em seguida cuidadosamente dispensada para os tubos de
vidro, mantendo uma altura uniforme de 6,5 cm de solugdo em cada tubo. Sobre a superficie da solugdo
pipetava-se aproximadamente 0,1 ml de 4gua destilada a fim de evitar a formagdo de menisco na
extremidade superior do gel.

A polimerizagdo do gel era fevada a efeito deixando os tubos a uma distdncia de 7cm da
lampada fluorescente durante 30 minutos, em temperatura ambiente.

Secada a extremidade superior do tubo, dispensava-se a segunda solu¢do de polimerizagdo,
mantendo uma altura de 1cm. 0,1 ml de &gua destilada em sua superficie evitavam a formacdo de
menisco. As condigbes de polimerizagdo eram as mesmas que para o gel principal.

Aplicacdo da Amostra:

Imediatamente antes da aplicagdo, a solugdo proteica era homogeneizada em agitador tipo
“VORTEX'. O voiume da amostra era medido em microsipeta capilar, usada para aplic4-lo 3 superficie
do gel superior, adicionando-se 1 ul da solugdo tragadora de azul de bromofenol.

4.5.3 — Eletroforese

Os tubos preparados eram montados verticaimente no aparelho de eletroforese, completando-se

o volume de cada um com a solugdo tampdo, antes de preencher os reservatérios com um litro de

tampdo TRIS-glicina 0,04 M, previamente mantido a 4°C, imeryindo completamente as extremidades dos

géis.

A eletroforese era efetuada em geladeira 8 4°C, com corrente anbdica constante de
2 mamp/tubo. A duragdo da corrida era determinada pela migraclo da banda visivel do tracador até
cerca de 5 mm da extremidade inferior do gel.

4.5.4 — Extraclio dos Géis

Era realizada pela introduc3o de agulha entre a parede do tubo e a superficie do gel, injetando
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dgua gelada ao mesmo tempo que a aqulha era rodada dentro do tubo de modo a desprender toda a
superffcie do gel.
455 — Fixaglo

A fixagdo das bandas proteicas tazia-se pela imersio dos géis em tubos individuais contendo

7,4 mi de Acido tricloroacético 12,5% por 30 minutos.

4.5.6 — Colora¢do

Mantendo os géis nos mesmos tubos, adicionava-se 0,2 m! de solugdo de CBB 2%, resultando
numa concentragdo final de 0,05% do corante. Os géis ficavam durante 18 horas nesta soluc¢do.
4.5.7 — Descoloracdo

Os géis foram descorados por difusio simples, sendo transferidos para tubos de ensaio
individuais maiores e lavados com 4cido acético a 7%, trocado a cada 4 a 6 horas afe o desaparecimento
da coloragdo de fundo.
4.5.8 — Medidas

As medidas de distdncia de migracdo das bandas proteicas coradas (y), foram feitas ou
diretamente no gel ou através de coOpias fotograficas. Em ambos os casos, tubos de vidro longos com
didmetro interno ligeiramente maior que o dos géis foram usados para mantad-los em &cido acético a 7%.
Tubos idénticos contendo 4gua destilada eram adaptados exatamente por cima dos primeiros tubos,

anulando eventuais efeitos de distor¢3o das bandas.

Nos casos em que ocorreu difusfo da banda proteica, em geral no gel a 7% de acrilamida,
considerou-se 0 ponto médio da banda como medida da distadncia de migracdo.

Em cada gel efetuaram-se as seguintes medidas, expressas em mm:

a. Antes da fixac¢do:

1. Comprimento do gel principal — |,

2. Distancia de migracdo do tragador — x,
b. Apbs coloraglo e descolorago:

1. Comprimento do gel principal - 1,

2. Distdncia de migrac3o de cada banda proteica — vy

5 ~ Célculos

6.1 — Correcio da DistAncia de Migragiio do Tragador Apbs Coforaglio —~ x;:



18

6.2 — Célculo da Migracdo das Handas Proteicas em Relagdo ao Tragador — MigracSo Relativa — Rm:

y
Rm =— _.100 (it
Xz

Para o chlculo das retas de FERGUSON (item 5.3.), empregou-se o valor de log Rm
multiplicado por 100. Assim, log Rm denota:

Yy
logRm : 100.log — . 100 (iii)
Xz

5.3 — Reta de FERGUSON

FERGUSON '8 estabefeceu bem o relacionamento que existe entre as distdncias de migracio
relativa (Rm) de uma proteina e as respectivas concentracOes de gel num sistema de eletroforese em gel.

Dentro de um determinado limite de concentracdo de acrilamida, que vai no méximo até cerca
de 15%17) 4 relagdo entre o logaritmo da Rm e a concentra¢do respectiva de acrilamida é linear.

5.3.1 - Equagdn da Reta

As retas de FERGUSON foram calculadas pelo método dos mfnimos quadrados, ndo ponderada,
em calculadora de mesa (Hewlett — Packard 2 100 B) programada, sendo A% tratado como varidvel
independente (X) e log Rm como varisvel dependente (Y).

Em grifico, representaram-se na abscissa as concentrag3es crescentes de acrilamida e na
ordenada os valores de log Rm.

As férmulas empregadas no ciiculo foram:

Equacglio da Reta:

Y=8+bX (iv)
onde:

b = inclinacdo da reta

a = interseccdo da reta com a ordenada

X = variével independente

Y = varidvel dependente

Célculo de b:
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b B - Tk Ty (
N.0O3) - (X v)

onde N = namero de dados experimenta-.

Céiculo de a:
a=Y -b.X {vi)
onde:
- b X
X= - (v
- 2y
Y= N (viii)

O coeficiente de onrrelagao r é dado por:

=Xy Y)
VI -X? . iy, - 9

r

{ix)

Substituindo as vari4veis na equacdo iv e introduzindo a nomenclatura correntemente usada para
0s parametros a e b, a reta de FERGLUISON pode ser assim escrita:

fogRm = -Kg . A% + log Y, (x)

Os 2 pardmetros obtidos através da reta de FERGUSON sdo:

a. Inciinagdo da reta: fornece o valor do coeficiente de retardamento — Kp -
{unidace =cm>.g"!) da protefna no sistema de EGPA, Este pardmetro é uma fungio do
tamanho molecular da proteina, sendo diretamente proporcional a ele.

b. Intersecc80 da reta com o eixo de ordenadas: log Yo — pela interpreracio tebrica
representa a mobilidade eletroforética da proteina quando a concentracdo de acrilamida é
igual a zero.

Este parametro é indicativo da maanitude da carga negativa molecular. Em outras
palavras, quanto maior o valor da carga negativa da protefna, maior 4 a sua mobilidade
em direc8o ao anddo, traduzindo-se isto por um valor maior de log Yo quando comparado
a0 log Yo de uma protelna de mesma massa molecular, mas com menor carga negativa.

Os valores conjuntos de Ky @ Yo 3o caracterfsticos para cada protefna analisada num
dado sistema de EGPA,
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5.3.2 - Andlise Estatistica das Retas de FERGUSUN

Nas amostras do grupo |, a adequagao dos dados experimentais 3 reta calculada foi avaliada pelo
coeficiente de correlagdo r {férmula (ix)).
»
Nas amostras dos grupos H, IIl e 1V, as determinagOes repetidas permitiram uma andlise de
varidncia, pela qual se pdde avaliar a precisdo da reta de regressdo e verificar se 0 modelo de regressio
simples foi adequado aos dados experimentais.

Os célculos estat(sticos destes grupos foram realizados no Instituto de Matematica e Estatfstica
da Universidade de Sao Paulo. O modelo sequido e as tabelas consultadas sdo dados por DRAPER &
smiTH{13),

Pelo método dos minimos quadrados, utilizando-se programas de computador, foram calculados
os modelos para os dados agrupados de cada componente.

5.3.2.1 — Regressfo da Reta Estimada

A existéncia de regressdo foi avaliada pela anilise de variancia, testando a hipbtese Ho:b =0,
através da estatistica F, obtida pela anélise descrita na tabela ANOVA 1“3’:

FONTE DE SOMA DE QUADRA- QUADRADO ME-
G.L F‘l
VARIAGAD DOS (sQ) DIO (aMm)
- — SQR QMRe
REGRESSAO 1 b . Z{x, — X) = 3 3
! G. L. s
. » _ SQRes
RESIDUO N-2 SQT — SQReg st =
G. L
zy)
TOTAL N-1 Iy -
N
onde:
G. L. = graus de liberdade
b = pardmetro da reta de regressio (inclinagdo) — férmula (v)
X, = varidvel independente
\/ = varidvel dependente
X = média dos valores x,, dada pela férmula {vii)
N = nOomero total de observacSes
F, = F calculado
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Para a estimativa da existéncia de regressdo, 0 F, foi comparado ao F tabelado a0 nfvel de
contianga de 95%1'3) O coeficiente de explicacdo R?, assim como o coeficiente de correla¢do r, indica
guantitativamente a dispers3o dos dados amostrais em relac3o 3 reta estabelecid.. R? & dado po

SQRey

P

" sQTotal

5.3.2.2 — Adequaglio da Reta Estimada

Através do resfduo obtido pela anilise da tabela ANOVA 1, efetuou-se outra anédlise para testar
se existe ou ndo uma falta de ajustamento da reta aos dados, dada pelo valor da estatistica F,, descrita
na tabela ANOVA 2:

FONTE DE SOMA DE QUADRADOS QUADRADC ME-
G. L. F2
VARIACAO (sQ) DIO (QM)
FALTA DE
SQ QMfa
T (k-1) SQRes — SQep QM =—— 3
G.L. s
AJUSTAMENTO .
p> \7
ERRO PURO Lk=-1) Ziy)? -k.(—)? 5 =
| k * G.L
onde:
k = nUmero de determinagdes em dado nivel de X.
SORes = soma de quadrados do residuo, deuu peia 1abela ANOVA 1.
fndice fa = falta de sjustamento
G.L = graus de liberdade

O confronto de F; com o F tabelado ao nfvel de significincia de 6%, revela se o modelo da
reta é ou nfo adequado.

£.3.2.3 — Comparaclo Entre Duas Médias

A signiticdncia da diferenca entre duas médias, foi avaliada pelo teste t de STUDENT,
~iticando-se as seguintes férmulas:
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X, ~ X
t= -

T 1/N| + I/NQ
onde

/Nl .Slz + N1.s12
0= e e

Ny + N - 2

X, e X; = médias a serem testadas
s; e s; = desvios-padrdo das respectivas médias

N, e N; = niamero de dados usados no calculo das respectivas médias.

O t calculado foi confrontado ao t tabelado ao nivel de 5% de significancia.

5.3.3 — Interpretaglo das Retas de FERGUSON

Segundo o trabalho fundamental de HEDRICK & SMITH{28) 4 interpretac3o das retas de
FERGUSON, caracteristicas de uma prote/lna processada per EGPA em concentragBes variadas de
acrilamida, pode revelar 2 tipos de componentes: os isdbmeros de carg. e os isdbmeros de massa. Ambos
s8o de ocorréncia habitual em uma série de protefnas consideradas puras.

Assim, para uma proteina podem-se identificar varias bandas coradas no gel de poliacrilamida, a
principal delas, geralmente o monbmero, de coloracdo intensa. Ao se tracar o grifico das retas de
FERGUSON para cada uma destas bandas, os isdmeros de carga caracterizam-se pelo paralelismo entre as
retas enquanto que os isdbmeros de massa si. representados por retas convergentes que seé Cruzam num

ponto (ogrg;q)aondente a uma concentracio de acrilamida préxima a zero, em geral em tormo de
2-—-3%“°°%7,

Os isdmeros de carga caracterizam-se por apresentarem a massa molecular praticamente idéntica
a0 componente principal, diferindo deste pela mobilidade eletroforética, ou seja, pela carga; este fato se
manifesta pela semelhanca entre os coeficientes de retardamento KH. Os isdbmeros de massa
caracterizam-se por apresentarem massa molecular maltipla da protefna monomérica (polimeros), tendo
valores de K, maiores que a forma monomérica. Proteinas contaminantes sSo representadas por retas
que nfio apresentam nenhum destes tipos de relacionamento com a proteina principal.

5.4 ~ Curva Padrio de Referincis de Masss Molecular

Sendo o par8metro Kn uma funclio ds massa molecular de uma proteina, é este o valor
experimental usado para a construcio da curvs-padrfo de masss molecular.

O método de escolha para o estabelecimento ds curva padrfo foi o desenvolvido por
RODBARD & CHHAMBACH‘“', que apbs compararem diversos tipos de curvas, concluirsm que o
methor relacionamento entre os valores experimentais (K} e a massa moleculer, era obtido pels raiz
quadrada de K (v/ Kg ) e pelo emprego de um valor indireto da massa molecular, ou seja, o raio
molecular gsométrico médio (R).
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5.4.1 — Calculo do Raio Molecular Gaométrico Médio — ﬁ:

I MM .v )
{ 4 N« y 113 {x1)
.m.

onde:
MM = massa molecular (d)(5”
v = volume especffico parcial da protefna= 0,74 cm’.g™! 59!
N = namero de Avocadro = 6,0230.10%3 mot™!
n = 3,1416
Esta formula pode ser escrita de maneira simplificada:
R = 1/3
R=C.MW {xii)
onde:
3.v
= ( - N )1/3 (xiii)

C & constante e igual a 6,64.10°? cm®.mol.g™}. Para as proteinas padrio, o R foi deduzido pela
introdugdo do valor conhecido de massa molecular. O resultado é dado em nandmetros (10~ °m).
5.4.2 ~ Céhiculo da Curva Padrlo

A deducgdo desta reta obedeceu 3s equacdes dadas para 0 cdlculo da rets de regressio pelo
método dos minimos quadrados, n3o ponderada e n3o condicionada, tratando-se os valores de R como
varidvel independente e de v/ KR como varidvel dependente. As férmulas empregadas sd0 as mesmas

apresentadas no item 5,3.1. do capftulo |1 — férmulas (iv} a (ix). Com as devidas substituicdes, a equacdo
da reta pode ser escrita:

E‘::b.v KR.,-“‘B (xiv)

onde.
b = inclinac8o da reta

a = intersec¢lo do eixo das ordenadas

65.4.3 — Andlise Estatistica
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A existéncia de regressdo da reta calculada, foi avaliada pela andlise de varidncia dada na tabela
ANOVA 1 do item 5.3.2.1. deste capltulo (pig. 20). O F calculado (Fc) foi comparado ao F tabelado ao
nfvel de 1% de significancia.

5.44 — Intervalo de Confianga de um Valor Estimado pela Reta de Regressdo

RV(VKRi)itorS- ,:l""“i—‘ (xv)

onde:

R (v Kn ) = Raio molecular geométrico médio estimado pela reta de regressdo para

i VK -
i
t, = Obtido na tabela t de STUDENT“:”, com N-2 graus de libe;dade, ao nfvel de
. confianca « = 0,95; t=1,75
N = nimero de observacdes

v QMRes — obtido pela analise de variancia da tabela ANOVA 1.

«»
]

5.5 — Estimativas de E e da MM das Amostras de HCH

_ Tendo sido estabelecida uma curva-padrdo de referéncia que associa o dado experimental K ao
R, obtivemos diretamente as estimativas deste Gltimo, resolvendo a equacdo da reta, dada pela
formula (xiv), pela introducdo do valor de / Kn da protefna em estudo.

A estimativa da massa molecular baseou-se no valor calculado de ﬁ, introduzindo-o na formula
simplificada (xii).

Para o célculo do intervalo de confianga da estimativa da MM, seguiu-se 0 mesmo processo, ou
seja: uma vez calculada a variacdo de R pela fébrmula (xv), conhecia-se os seus valores no limite inferior e
no superior, podendo-se entdo aplicar a formula (xii) para determinar o intervalo em termos de MM,

6 -- Nomenclatura dos Ischormdnios e Outrcs Componentes

A nomenclatura dos componentes de HCH, que no sistema de EGPA se apresentam como
isbmeros de carga, seguiu o modelo recentemente proposto por SKYLER e cols.'64) .

Neste, os isohormdnios, isdbmeros de carga de HCH, sdo classificados de acordo com dois
critérios:

19 MASSA MOLECULAR — de acordo com este critério os isohormdnios caem em dois
grupos: de massa molecular maior ou igual ao valor de 21 500, designados com letras
maiGsculas, de massa molecular menor que o valor acima, designados com letras
minGsclas,
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2° MOBILIDADE ELETROFORETICA (ou carga negativa crescente) — sdo os
isohormdnios A, B, C,, C,, D e E e os correspondentes de massa molecular menor,

Este sistema de nomenciatura ndo inclui os isbmeros de massa.

Por uma questio de simplificagdo, a nomenclatura dos componentes considerados secundéarios,
arbitrariamente continuou na sequéncia do alfabeto, a partir de F.
7 — Método de Quantificacio Proteica — Método de Lowry

Com a finalidade de uniformizar a quantidade de prote(nas a ser aplicada a cada efetroforese em
gel de poliacrilamida, havia a necessidade de introduzirse um método preciso de quantificacBo de

protefnas em solucdo. Isto deveu-se a 2 fatores:

19 A imprecis§o observada na pesagem de quantidades da ordem de poucos miligramas de
prote(nas padrdo e de extratos hormonais, disponiveis em quantidades muito pequenas;

22 A inconveniéncia de nova liofilizagio dos extratos em solugdo.

O método escolhido foi o desenvoldidc por LOWRY e cols.42). As solucBes reagentes foram
usadas num volume tripto do originalmente descrito, para que se tivesse um volume adequado 3s cubetas
de leitura espectrofotométrica de maior caminhi mise

7.1 — Padr§o Proteico

Soroalbumina bovina, fragdo V de Cohn (SAB), pb liofilizado — Sigma lote no 55C-0074.

7.2 — Reagentes Anal(ticos
1. Hidroxido de sddio — Carlo Erba
2. Carbonato de s6dio — Carlo Erba
3. Sulfato de cobre pentahidratado ~ Carlo Erba
4. Tartarato de potdssio — Catlo Erba
6. Reativo de Folin-Ciocalteu concentrado — Merck
6. Fenolftalefna — Merck
7. Solugdo de hidroxido de sbdio 0,5N para titulacgio — preperada no laboratorio de
Radioquimica do | E A.
7.3 — Solugles Estoque

1. Solugdo estoque A’ (Carbonato de s6dio 2%)

Carbonato de sddio 10g
NaOH 0,1 N q.s.p. 500 m!
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2. Solucio estoque B’ {Sisifato de cobre 1%)

Suifato de cobre pentahidratado 05 g
H, O destilada q.s.p. 50 mi

3. Solugdo estoque C’' (Tartarato de potissio 2%)

Tartarato de potdssio 1g
H, O destilada a.s.p. 50 mi

Todas as solugBes estoque filtradas, bem como o reativo de FOLIN CIOCALTEU eram
armazenadas a 4°C. Modificou-se o reagente B descrito por LOWRY, transformando-o em duas solugBes
estoque equivalente — B’ e C’' — pois havia formacdo ripida de precipitado durante o armazenamento.
7.4 — SolucBes Reagentes

1. Solug3o reagente A — preparada imediatamente antes do uso.
Solucdo estoque A’ — 100 mi
Solugdo estoque B’ — 1 mi
Solucdo estoque C' — 1 mi

2. Reativo de FOLIN-CIOCALTEU 1 N

Reativo de FOLIN-CIOCALTEU concentrado foi titulado com NaOH 0,5 N, empregando-se
como indicador a fenolftalefna. A média de 3 titulagBes revelou uma solugdo 2,36 N.

Antes de seu emprego o reativo concentrado era dilufdo com 4gua destilada para obten¢do de
solugZo 1 N,
7.5 — Material
1. Tubos de ensaio com capacidade para 5 ml, com 10 mm de didmetro interno.

2. Espectrofotdmetro ZEISS PMQ I, com cubetas de vidro de 2 cm de caminho 6ptico e
capacidade volumétrica de 5 mi.

3. Pipetas volumétricas e micropipetas capilares “CLAY ADAMS".

4, Balanga analftica METTLER-H.

7.8 — Procedimento Experimental
7.6.1 ~ Preparo das Amostras de Padr3o Proteico

Prepararam-se 3 sofugles aquosas idénticas de SAB, pesando 5mg em belancs snalftica,
dissolvidas em 10 mi de 4gua destilada dediante agiatagdo magnética leve. A partir destss, 14 diluicBes
foram obtidas: de 6 a 80 ug/200 ul, com acréscimos de & ug — e de 60 a 80 ug/200 ul — com acréscimos
de 10 ug em cada dilui¢3o seguinte, conforme o protocofo relacionado s seguir:
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N° 19/200 ul ub de solugdo concentrada ul de HO
1 5 50 950
2 10 100 900
3 15 150 850
4 20 200 800
5 25 250 750
6 30 300 700
7 35 350 650
8 40 400 600
9 45 450 550

10 50 500 500

1" 55 550 450

12 60 600 400

13 70 700 300

14 80 800 200

Cada uma destas solugles foi processada em triplicata no ensaio.

7.6.2 — Preparo das Amostras Desconhecidas para Dosagem

7.6.2.1 — Padrdes Proteicos ou Extratos Hormonais Liofilizados

Foram dissolvidos conforme j8 foi descrito no item4.5.1. para EGPA. Destas solucdes de
aproximadamente 2,5 mg/ml, retiravam-se 75 ou 100 ul, diluindo-o0s, respectivamente, em 925 ou 900 ul
de 3gua destilada. O preparo destas diluigDes era guiado pelo objetivo de se alcancar uma solugdo que em
200 ul contivesse entre 10 a 60 ug de proteinas, zona de maior confian¢a na reta de regressdo.

7.6.2.2 — SolugBes Proteicas

Nestas, a escolha do volume adequado para dosagem era emplrica, baseada na experidncia
adquirida apbs alguns ensaios e no conhecimento da quantidade de prote/na aplicada & coluna de gel de
Sephadex. Toda soluglo cuja concentragdo proteica nfo se enquadrasse na zona de linearidade da reta
padrfo era refeita, usando-se a diluic§o conveniente,

7.8.3 — Protocolo do Enssio

.. Todos os enseios foram reslizados em temperatura ambiente. Cada enssio seguiu o protocolo
a seguir:
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SOLUGAO REAGENTE REATIVO FOLIN-
N° DO TUBO IDENT!FICACAO PROTEICA A CIOCALTEU IN

(1) {ml) , (mi}
1—- 3 Controle zero * 3 0,3
4- 6 Controle SAB 10 200 3 g3
7- 9 Controle GAB 25 200 3 0,3
10-12 Controle SAB 40 200 3 0,3
13-15 Sol. desconhecida 200 3 0,3
(n—2)—n Sol. desconhecida 200 3 0,3

* . 200 il de dgua destilada

Em cada ensaio havia dois tipos de controle:

a. Controle zwro — sem protefna; o volume conjunto destes 3 tubos no final do tempo de
reagdo serviu para calibrar o ponto zero da leitura espectrofotométrica.

b. Controles SAB — trés niveis de concentracdo da protefna padrdo foram testados em cada
ensaio, para assequrar que as condi¢Bes estabelecidas para a curva-padrdo tinham sido

mantidas durante o ensaio. Os controles SAB 10, 25 e 40 correspondem 3s solugBes de
n%s 2, 5 e 8 usadas no estabelecimento da curva padrdo.

A adi¢do do reagente A foi sequida de homogeneizagdo em agitador tipo “Vortex” e o tempo de
reagdo foi de 10 minutos. A adigdo do reativo de FOLIN-CIOCALTEU foi seguida de agitacdo imediata e
o tempo de reagdo foi de 30 minutos.

Para o estabelecimento da curva padrjo seguiuse o mesmo protocolo, com excecdo dos

controles SAB, facendo a substituic§o das solugBes proteicas desconhecidas pelas solucBes padrfo
conhecidas: de 5 a 80 ug de protefna.

7.6.4 — Leitura Espectrofotométrica

Esta leitura era realizada sempre dentro de 2 horas no méaximo apos a adigio do Gitimo reativo,
Os parametros fixos da leitura foram:

— cubetas de vidro com caminho 6ptico (D) =2 cm;
— leitura da absorbdncia em comprimento de onda de luz visive! de 750 nm;

~ fenda - 0,1

7.7 -- Curva Padrlo

As leituras espectrofotométricas correspondentes 3s 14 diluigBes das 3 solucBes de SAB, em
triplicata, encontram-se na tabela XV{ do ap&ndice.
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7.7.1 — Céiculo da Curva Padr3o

Calculou-se uma reta de regressfo pelo metodo dos minimos quadrados, ndo ponderada,
condicionada, pelas equacdes {iv) a (ix) dadas no item 5.3.1. deste capftulo. Como varidvel
independente {X) consideram-se os valores de ug de proteina (P) e como variével dependente (Y) as
respectivas médias das leituras espectrofotométricas {A750), mostrados na Tabela XVII do apéndice. Em
grafico linear observou-se linearidade entre os valores de 0 a 60 ug de proteina, usando-se os valores
correspondentes para os cilculos. Foi obtida a seguinte equa¢do para a reta:

A = 0,0104.P + 0,0110

750

comr = 0,9993

A distribuic3o dos pontos experimentais em grafico linear assim como a reta média podem ser
vistos na Figura 35 do apéndice,

7.7.2 — Anslise Estatistica da Reta

Para a andlise estatistica empregou-se a andlise de varidncia, pelos testes de R e F, como
descrito no item 5.3.2.1. deste capftulo. A tabela com os resultados desta andlise encontra-se no
apéndice (Tabela XVIIl), Pelo valor alto dos coeficientes de correlagdor e de explicagdo (R%) e pelo
confronto de F calculado com o F tabelado, evidencia-se a adequac3o altamente significativa da reta
calcuiada aos pontos experimentais, ao nfvel de 1% de significancia.

7.8 — QuantificagSo Proteica das Amostras Desconhecidas

Os valores médios das 3 leituras espectrofotométricas das amostras desconhecidas, foram
aplicados 3 equagdo da reta padro para a obten¢3o do resultado em ug de proteinas. Descartaram-se
valores que ndo se enquadraram na zona de linearidade — 10 a 60 ug — e triplicatas discordantes.

Il — RESULTADOS

1— Curva Padrfo para Estimstiva do Raio Geométrico Médio (R) e da Massa Molecular (MM)
1.1 — CaracterizagBo das Protelnas — Padro

Ao todo foram analisadas dez protefnas puras com MMs conhecidas, apresentadas na Tabela |.
Consultando a bibliografia sobre a matéria, encontrou-se uma certa variabilidade quanto s informacdes
sobre o valor da MM de vdrias proteinas comumente empregadas como referdncia. Esta inconstincia
pode ser atribuida ao fato de que n3o existe nenhum método de determinacSo de massa molacular em
que nfo haja a introdugSo de um certo fator de erro nesta estimativa. Mesmo os métodos mais precisos,
como o da pressSo osmética ou os baseados na sedimentacBo por ultracentrifugaclo, esbarram em
dificuidades técnicas e em pressuposicBes tetricas'’4). Em vista disso, no estabelecimento de
curva-padriio, consideraram-se pars cdlculos futuros todos os valores encontrados, relacionados na
tabela I. Ao se examinar as médias e os d.p. das MMs satribuidas a8 uma proteina, verifica-se que o d.p.
sumenta nas protefnas maiores, confirmando a obssrvaco de que os fatores de erro s§o tanto maiores

quanto maior 8 massa da protefna‘“’ . Na Tabela | especificam-se as fontes bibliograficas nas quais se
obteve os valores de MM,



Massas Moleculares Monoméricas das Proteinas Padrdo

Tabela |

©ONe PROTEINA MM (d) MEDIA £ d.p. FONTES
P Bacitracina 1411 1450 1431 28 64:SM*
.
2 Glucagon 3485 3500 3493 1 64:1,45 g
. {
| Insulina 5700 5730 ‘
o3 5721 18 14, 67; 58; 24, 59
Porcina 5733 !
17500 17 600 i
4 Mioglobina 17 633 153 14, 58; 1, 24; 27, 59, SM ;
17 85C 1‘
i
5 Papaina 20700 23000 21850 t 1626 59: 74 5
: 22825 23200
: 6 Quimotripsinogénio A 23600 25000 24 073 1243 17;27;58; 1;14,SM i
| 25 741 ‘
N LH 31000 31000 58 ;
. FSH 38 000 38 000 59; 64 :
j
“ 43000 43500 ;
.8 Ovalbumina 45000 46 000 44900 t 1673 2417, 59, 64,SM; 1, 7, 27; 14, 70; 28 |
; 47 000 ‘
i 64000 65000
.9 SAB 66000 67 000 66500 + 1871 70;28; 1, 27, 69, 64; 3, 7, 45, 67, 73, 74: 58
68000 69 000
85000 90400 v
| 10 Lactoperoxidase 89340 t 3919 58;17; 74
3 92 620

SM* = catilogo do laboratério fornecedor da proteina (SCHWARZ-MANN).
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A variagio da MM média foi de 1 431 a 89 340 d.

Na Tabela Il relacionam-se os valores do raio molecular geométrico médio (R),_mlculados pela
tormula (xi), para cada um dos valores de MM da Tabela l. A variagdo das médias do R foi de 0,745 a

4,270 nm.

Tabela 1}

Valores de R Calculados para cada Valor de Massa Molecular das
Protefnas Padrdao, com Médias e D.P.

N° PROTEINA F* R {nm) M. t dp.
1 Bacitracina mo 0,74 0,75 0,745 £ 0,007
2 Glucagon mo 1,00 1,01 1,005 £ 0,007
3 Insulina mo 1,19 1,19 1,19 1,190 £ 0,000

Insulina di 1,49 1,50 1,50 1,497 1 0,006
4 Mioglobina mo 1,72 1,73 1,73 1,727 £ 0,008
5 Papafna mo 1,82 1,89 1,855 t 0,049
6 Quimotrip. mo 1,88 1,R9 1,90 1,94 1,96 1,914+ 0,034
Quimotrip. di 2,37 2,39 2,40 2,45 2,47 2,416 t 0,042
7 LH mo 2,09 2,090
FSH mo 2,23 2,230
8 Ovalbumina mo 2,33 2,34 2,36 2,38 2,40 2,362 £ 0,029
Ovalbumina di 2,93 2,94 2,98 3,00 302 2974 10,038
9 S.AB. mo 2,66 2,67 2,68 2,70 2,71 2,72 2,690 £ 0,024
S.AB. di 3,35 3,36 3,38 3,40 3,41 3,43 3,388 t 0,031
S.A.B. tri 3,83 3,85 3,87 3,89 391 3,93 3,880t 0,037
S.A.B. tetra 4,22 4,24 4,26 4,28 4,30 4,32 4270t 0,037
10 Lactoperoxidase mo 2,92 2,98 300 2,967 £ 0,042

F*= forma da molécula:
mo = monomérica; di = dimérica; *ri = trimérica, tetra = tetramérica.
Quimotrip. = Quimotripsinogénio A

1.2 — Eletroforese em Gel de Poliacrilamida

Qs critérios adotados para a caracterizaclo de uma proteina pela EGPA analftica, foram os
seguintes:

-~ reconhecimento como banda bem definida no gel especificamente corado para prote(nas;
— Estabelecimento dos pardmetros K e Yo da reta de FERGUSON,
O coeficiente de retardamento obtido pela equac3o da reta de FERGUSON tem valor negativo.

Contudo, por uma questio de maior clareza de exposiclo, ele serd citado no texto pelo ssu valor
absoluto, subentendi:ndo-se que:

(24)
Kqa = -Kg . 10" ¢m’ .g°!
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1.2.1 — ldentificagdo das Bandas Protaicas

Todos os componentes citados, em geral apresentaram-se como bandas bem definidas, cuja
identificagio n3o causou problemas. A numeracdo das bandas com algarismos romanos, deu-se pela
ordem de intensidade de colora¢do. A banda com maior intensidade de colorac3o em todas as protefnas
foi considerada como sendo a forma monomérica, a Gnica exce¢do sendo a insulina, que nas condigles
de andlise é mais abundante na forma dimérica.

1.2.2 ~ Migragio Relativa (Rm) — Retas de FERGUSON

Na Tabela XIX do apéndice, apresentam-se os valores de log Rm encontrados nas quatro
concentragoes de gel, para todos os componentes das protefnas padr3o, a partir dos quais se obtiveram
os parametros das retas de FERGUSON.

Nas amostras em duplicata, pode-se verificar a pequena variabilidade entre as medidas
correspondentes, indicando a boa reprodutibilidade do método.

A maioria dos fndices de correlagdo entre os pontos experimentais variou em torno de 99%; os
valores mais baixos aceitos foram os da bacitracina, cujas bandas se apresentaram um pouco difusas.
Retas com findice de correlagio menor que 90,00%, como a retalll da SAB (3a, determinagdo)}, ndo
foram incluldas nos resultados. A falta de alguns valores de log Rm se justifica por problemas técnicos
ou dificuldades na identificacdo das bandas.

Nas Figuras de 2 a 11 apresentam-se os graficos representativos dos padrdes, demonstrando-se o
paralelismo ou a convergéncia das retas que orientaram a classificagdo dos componentes proteicns em
isomeros de carga ou isdmeros de massa, de acordo com o exposto no item 5.3.3. do Capftulo i1,

Classiticaram-se como isbmeros de carga dos mondmeros as bandas | a 11} da bacitracina, | a \V
do glucagon, | a Il da miogiobina e | a Il da ovalbumina; a banda [ll da insulina foi considerada
isomero de carga do dfmero (bandal). Como o0 coeficiente de retardamento dos isdmeros de carga é
igual ao da forma principal da protefna, obtém-se para esta, tantas medidas repetidas do KR, quantos
forem os isbmeros de carga.

Ciassificaram-se como isdmeros de massa dfmeros, as bandas | e II} da insulina, a banda il do
quimotripsinogénio A, a banda IV da ovalbumina e como dimero, trimero e tetrdmero respectivamente,
as bandas i, it e IV da SAB. As massas moleculares destas formas poliméricas foram obtidas pelo
pruduto entre a massa molecular do mondmero e o nimero de moléculas associadas.

Nos padrdes papalna, LH, FSH e lactoperoxidase, identificou-se apenas a forma monomérica.

1.3 — Curva Padrio

Na Tabela 11 arrolam-se as médias dos resultados do K (KR) assim como os valores de \/?;
e R atribufdos a cada forma molecular das protefnas. Além das determmacbes em duplicata, os isdmeros
de carga forneceram parimetros Kg que podiam ser designados para uma mesma forma de protelnas,
explicando o nGmero varifvel de determinacdes do Kn para cada forma proteica. Na resolucio das
férmulas que forneceram a equacdo da reta, empregaram-se os valores médios \/— e R, totalizando
17 pontos experimentais, A equagdo resultante foi a sequinte:

R, = 1,1316 . VKg - 03898

com coeficiente de correlacdo r= 0,9776,
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RETAS DE FERGUSON DOS PADROES PROTEICOS (P) — 1, 2, 3 e 7. As formas monoméricss da
bacitracina {I) e do glucagon (I) apresentam respectivamente 2 e 3 isdmeros de carga, representados por
ratas paralelas. A banda principal da insulina (1) é a forma dimérica, que tem um isdmero de carga (ill);

a forma monomérica é representads pela banda (i,
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RETAS DE FERGUSON DOS PADROES PROTEICOS (P) — 4, 5, 6 e 8. A mioglobina spresenta dois
isdmeros de carga da banda principal {I). O quimotripsinogénio A tem um isdmero de massa (I1). A pa-
pafna tem apenas a forma monomérica, A banda principal ds ovalbumina (I}, apresenta dois isdmeros
de carga (Il e 111} e um de massa (IV).



Fig.10 - SAB Fig.11 - LACTOPLEROX IDASE

log Rm log Rm
200 | 200
150t 1501
1
11
P9 v m
50 e 10  4%A 80

RETAS DE FERGUSON DOS PADROES PROTEICOS (P) 9 o 10, A SAB apresents quatro rems con-

vergentes, representando os trés isdmeros de masss (11, 111 o IV) da forma monomérica (1). Na lactope-
roxidase encontra-se spenas s forms monomérica.



Tabata I

Pedrées Proteicos com Valores Médios de Kp, VK ¢ R, em
de R, pers Cdiculo da Reta Padréo

Ordem Crescente

|

PROTEINA Fe N° RETA N “Kg  dp VKg
Bacitracina mo 1 t—n-—m 6 1,595 0,159 1,263 0,745 |
Glucagon mo 2 [y [ Oy [ gy V) 4 2,760 0,273 1,661 1,005 !
Insulina mo 3 1] 2 1,926 0,233 1,387 1,190
Insulina di 3 =1 4 2,943 0,101 1,715 1,497
Mioglobina mo 4 Ty T 6 2,718 0,220 1,649 1727
Papaina mo 5 \ 1 2850 ... 1,688 1,855
Quimotrip. mo 6 ( 2 4,490 0,014 2,119 1914
LH mo ? t 1 4,760 2,182 2,090
FSH mo ? " 1 5600 ... 2,366 2,230 |
Owelbumins mo 8 [T 6 5421 0,180 2,328 2,362
Quimotrip. di 6 t 2 5,465 0,205 2,338 2,461
SAB mo 9 ' 3 7,107 0,089 2,666 2,690
Lactoperoxidsse mo 10 ) 1 9,170 ... 3,028 2,967
Owelbumine di 8 v 2 7,845 0,247 2,801 2,974
SAB di 9 " 3 10,743 0,870 3,218 3,388
SAB tri 9 i 2 13965 0,643 3,737 3,880
SAB totre 9 v 3 18,747 0,365 4,330 4,270

F*= forma ds molécula:
mo = monomdrice; di = dimdrica; trl = trimdrica; tetrs = tetramédrica
N® =numero padrio
N =namero de detsrminagSes do welor Kn
Quimotrip. = Quimotripsinogénio A
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Na Figura 12 representa-se em grifico a distribuigdo de KR em funcdo da MM em escala linear,
assim como a curva padrdo, cujos pardmetros foram adaptados as grandezas apresentadas nas
coordenadas. A mesma representagcdo, na Figura 13, mantém nas coordenadas as mesmas grandezas
utilizadas na deduc3o da reta média, ou seja, R e VRg.

Os resultados da andlise de variincia para a reta de regressdo calculada s3o ;presentados na
Tabela IV.

Tahela IV

Andlise de Variancia da Reta de Regressio Calculada para a Estimativa do Raio Molecular

FONTE DE SOMA DE QUADRADO T
G.L. QUADRADOS MEDIO F.
VARIAGAO (SD) (QM)
REGRESSAO 1 14,6580 14,6580 323,58
RESIDUO 15 0,6792 0,0453
TOTAL 16 15,3372
z 14,6580
R? = = 0,9557
15,3372

Fi1,15,1%) = 8,68

A variag3o do intervalo de confianga para a estimativa de R nos extremos inferior e superior da
curva (Kn de 0,04 e 21,16), foi de +0,0.5nm. A zona com o menor intervalo de confianga —
10,019 nm — situa-se entre os valores de Kp de 5,06 a 6,35 (centro em 5,69). Na regi3o correspondente
aos valores de KR ericontrados para os nsohormbmos — em torno de 4 — o intervalo de confianca para a
estimativa de R, ao nfvel de 5% de significdncia variou de *+ 0,020 a * 0,21 nm.

2 — Amostras de HCH
2.1 — Generalidades: Identificago das Bandas Proteicas nos Géis

Pela inspecdo visual dos quatro géis correspondentes a cada uma das amostras de HCH,
identificou-se wn nGmero varidvel de bandas coradas, que de acordo com a andlise dos resultados e
intensidade de coloracSo, puderam ser divididas em dois grupos:

A, lsohormdnios do HCH

B. Componentes secundirios

A. Isohormbnios do HCH
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Figura 12 — Distribuicdo dos valores experimentais de ER dos padrdes proteicos em funcdo das respectivas MMs médias, em escala linear. Na regido
de valores inferiores a 40 000 d, a sua distribuicdo ndo é linear. A figura mostra a reta de referéncia calculada sequndo RODBARD &
CHRAMBACH‘59), cujos parimetros foram adaptados as grandezas dos valores nas coordenadas.
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RETA DE REFERENCIA PARA A ESTIMATIVA DO R. Apresents-se s reta csiculada
pelo método de RODBARD & CHRAMBACH, junto com a distribuiclo dos valores ex-
perimentais de Kgq em funcSo de R, Em comparaclo 3 figura anterior, percebe-se que a

Zona de linearidade no limite inferior se amplia até um valor de R de aproximadamente
1,6, o que corresponde 8 uma MM de 11 500 d.



Estes componentes principais cardclelizaram-se por banidas intensamente coradas, bem definidas,
fato que contribuiu para a reducio dos erros metodolbgicos atribufveis 3 medida da distancia de
migracio. A sua identificagdo nas diversas concentracBes de gel ndo apresentou dificuldades, com
excecdo de algumas amostras em que o HCH estava em baixa concentragdo {amostras pertencentes 3 fase
terminal do pico I} nos grupos I, 11 e IV),

Com poucas excegbes, cada amostra apresentou trés componentes identificAveis como
ischormonios, isdbmeros de carga.

B. Componentes Securidarios

Os componentes secunddrios foram encontrados em n(mero varidvel em cada amostra,
apresentando em geral coloragdo pouco intensa. Por isso, nem sempre foi possfvel a identificagio de um
componente secundirio em todas as concentracdes de gel. Isto pdde ser atribufdo a dois fatores:

— Quamidade muito pequena do componente nos 20 ug da amostra, ndo atingindo o nfvel
necessdrio de concentra¢do no gel para que fosse bem corado. Disto resuitaram bandas pélidas, levando a
erros na medida da distancia de migracdo.

— Fendmeno da difusdo — ocorre principalmente nos géis de menor concentragio de
acrilamida, nos quais a banda proteica tende a apresentar limites amplos e imprecisos, tornando a
coloraco, que depende da concentracdo proteica, total ou parcialmente inefetiva, Isto se deu
principalmente nos géis de 7% em acrilamida.

Por estes motivos, as retas individuais da cada amostra, muitas vezes foram calculadas com
apenas trds valores experimentais, o que reduziu a sua precisdo.

2.2 ~ Grupo | — Amostras de HCH 1 a 12

Foram identificadas em cada amostra, de quatro a oito bandas coradas, variando de acordo com
o piocesso de extragdo do HCH.

A fotografia dos géis a 10% de cada amostra pode ser vista na Figura 14, Em todos os géis as
trds bandas de coloragdo mais intensa correspondem aos isohormdnios do HCH, vendo-se que em geral a
primeira delas € a mais intensa. A amostra 6 (HCH-WILHELMI-NIH} destaca-se pela preponderdncia
acentuada de um dos isohormdnios (B). O HCH IEA 050875 (amostra 7}, apresenta uma zona corada
bastante difusa na altura correspondente do HCH.

Os componentes secundirios em fotografia s3o pouco destacados, podendo-se contudo
identificar melho- aqueles que migram logo atrds do HCH, mais ou menos difusos e que, conforme a
amostra, representam os componentes |, J ou K,

SKYLER e cols.!64 , propuseram uma classiticagdo dos isohormdnios {isdmeros de carga)
baseada nos valores de Yo e Kﬂ' Contudo, como neste trabalho as amostras foram analisadas apenas
uma vez, ndo se pdde avaliar a variagdo experimental destes pardmetros. Pequenas variagBes nas medidas
de Rm causam um desvio da reta calculada, fato que em Gitima anélise repercute sobre as estimativas de
MM e de mobilidade, Este aspecto pode ser exemplificado pelos resultados dos componentes das
amostras do grupo I, HI e IV, onde foi possfvel a comparagdo de determinagBes repetidas de Rm (ou
fog Rm} (Tabelas XX, XXI e XXII do ap&ndice). Pdde-se evidenciar nitidamente a influncia exercida
mesmo por peguenas variagbes na medida de Rm, sobre o resultado de Ky e Yo, Por este motivo
optou-se em adotar como critério da classificacdo de uma banda proteica, seja ela IH ou componente
secundério, o conjunto dos quatro valores de log Rm, Assim, os componentes que apresentaram
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conjuntos de valores semelhantes de log Rm, foram considerados como pertencentes a uma determinada
classe de protefna.

A denominagdo dos componentes secunddrios com letras mailsculas ndo necessariamente
significa que eles sejam iguais entre si, de uma amostra para outra. A sua nomenclatura e classificagdo foi
sugerida ap6s a andlise das amostras em série dos grupos I, 111 e 1V, que serd vista adiante. Por questdo
de simplificagdo, bandas com caracter(sticas de coloracdo e com valores de Rm semelhantes aos das
amostras em série, foram denominadas pelas mesmas letras, ndo se podendo assequrar que sejam Os
mesmos compostos.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Figura 14 — BANDAS PROTEICAS OBTIDAS NA EGPA DAS AMOSTRAS DE HCH DO GRUPO
1 (10% de acrilamida). As trés bardas de coloragdo mais intensa correspondem aos isohor-
monios do HCH; geraimente a primeira delas é predominante. Nota-se que os IHs das a-
mostras de HCH IEA (7 a 12) migraram distancia maior em dire¢do ao anodo do que os
das demais amostras. Os componentes secundérios apresentam-se como bandas de colo-
racdo fraca, dificilmente reconhecfveis na fotografia. A seta indica o sentido de migracio
eletroforética.
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Na Tabela V apresentam-se todos os valores de log Rm das amostras do grupo !, usados para o
cdlculo dos parametros K, log Yo e 1 das retas de FERGUSON. O indice de correlagdo para a maioria
das amostras variou em torno de 99%.

A representacdo gratica das retas de FERGUSON de cada amostra pnde ser vista nas Figuras 15
a 26. Nelas, evidencia-se o paralelismo entre as retas dos isohormonios, isdbmeros de carga.

Os resultados de KR, Yo, R e MM * |.C., obtidos em cada amostra, encontram-se agrupados na
Tabela V!, de acordo com a classe de |H a que pertencem. Uma representacdo grafica das MMs de todos
os IHs pode ser vista na Figura 27. A anélise dos resultados dos componentes secundarios encontra-se na
Tabela ViI.

Os resultados apresentados a seguir podem ser acompanhados pelos dados das Tabelas V, VI e
VIl e pela representacdo grafica das Figuras 15 a 26.

AMOSTRA HCH 1 RABEN (Figura 15)

No HCH obtido pelo método de RABEN identificaram-se seis componentes proteicos, dos quais
trés puderam ser classificados como IHs, B, C e 02 O parametro K destes IHs variou de 3,96 a 4,07,
equivalendo a estimativas de R de 1,86 a 1 89 nm e de MM de 22 050 a 23 200 d. Identificaram-se trés
componentes secundérios, todos migrando atris do IH principal: K com MM prbxima as dos {Hs
(24600d), N e P, com MMs semelhantes, aproximad:meate o dobro da MM do HCH, tendo
respectivamente 41 B00 e 45 400 d.

AMOSTRA HCH 2 STROUD (Figura 16}

Esta amostra apresentou trés isohormdnios (B, C e C ) e dois componentes secundarios. Para
os IHs, os valores de K, e das estimativas de Re MM varlaram respectivamente de: 3,85 a2 3,96; 1,83 a
1,86 nm e 20950 a 22 000d. Os dois componentes secundérios foram o N, com MM aproximadamente
o dobro da forma monomérica — 47 700d — e o P, com cerca de trés vezes a MM do mondmero -
72300 d.

AMOSTRA HCH 3 MILLS FC, (Figura 17)

Este extrato também apresentou os trés IHs, B, C1 € C2 com variagoes de Ka de 4,01 a 4,21.
O R e a MM estimados variaram de 1,88 a 1,93 nm e de 22550 a 24 600 d respectlvamente Esta
amostra foi a que apresentou o maior nomero de componentes secundarios, dois migrando 3 frente do
HCH, com MM menor que este, perto de 8 400 d (F1 e Fz)' Dos componentes gue migraram atrds do
HCH, encontraram-se o componente K de 27 300 d, o componente N com MM de duas vézes a dos IHs
— 45600 d - e o componente P de 54 900 d.

AMOSTRA HCH 4 STROUD (Figura 18)

Os iHs B, C1 e C2 desta amostra apresentaram variagOes de Kn- R e MM muito pequenas,
respectivamente de 4,14 a 4,17; 1,91 a 1,92 nm e 23900 a 24 200 d. Os componentes secundarios
diferiram dos da amostra HCH 2, obtida pelo mesmo método em outro laboratério, identificando-se dois
componentes mais rapidos — F1 e F3 -~ com MM de 14 200 e 11 500 d ¢ um componente mais lento,
K, de 27 550 d.

AMOSTRA HCH 5 ROOS (KAB!) (Figura 19)



Valores de log Rm e Parémetros das Restas de Ferguson das Amostras de

Tsbela V

HCH do Grupao |

log

Rm

CONCENTRAGAQ DE ACRILAMIDA

RETA DE FERGUSON

AMOSTRA COMP. 7% 10% 12% 14% N ~ Kp log Yo r
— i
8 178,48 164,66 15850 149,46 4 407 206,55 09975 |
C, 182,70 168,32 163,16 153,93 4 4,01 210,08 09946 l
C2 186,03 172,07 16663 157,63 4 396 21321 09957
HCH- 1
K 159,83 151,10 143,01 3 4N 201,77 10,9998
N 15440 14348 131,74 3 567 211,19 0,9998
P 146,60 133,79 12285 3 594 20566 (,9990
8 179,07 164,95 160,53 150,93 4 389 20568 0,9925
C1 182,79 169,63 16363 15544 4 385 209,25 0,9977
02 187,08 172,49 16791 15850 4 396 21405 09926
HCH- 2
N 156,18 14527 131,74 3 6,11 217,70 10,9981
4 151,95 13643 12083 3 7,78 229,76 11,0000
8 179,65 165,69 158,57 149,88 4 4.2 208,71 0,9988
¢, 183,94 169,90 16340 15488 4 410 212,07 09978
C2 186,73 17349 166,34 158,50 4 4,01 214,39 0,9990
HCH- 3
Fy 18203 17866 17249 3 239 206,35 0,9859
F2 187,15 18466 177,82 3 233 211,20 09656 |
K 160,21 151,16 142,39 3 446 204,71 11,0000
N 163,93 14344 130,10 3 596 21398 0,9976
P 147,36 13253 120,83 3 663 213,13 0,9977
B 178,85 164,95 15850 149,15 4 417 207,69 0,9979
C1 183,70 169,22 16342 153,87 4 417 212,34 0,9962
C2 187,08 173,73 167,14 157,60 4 414 21588 09983
HCH- 4
F1 193,96 181,37 17782 17155 4 312 214,76 09881
F 3 199,67 188,69 18638 179,25 4 279 218,63 09859
] K 159,36 150,93 14145 3 448 20431 09994
! 8 178,81 167,17 159,89 14889 4 419 208,76 0,9959
! ¢, 183,02 170,60 16446 153,51 4 410 21202 0,9954
! C2 186,65 173,711 167,84 15751 4 405 21501 09959
D 189,38 17649 171,16 160,53 4 400 217,34 09946
HCH- 5
K 162,96 154,32 14140 3 539 21557 10,9935
N 167,64 14519 131,55 3 652 223,06 0,9997
P 150,47 135,78 11984 3 766 227,25 09997
? 12644 11314 3

141,88

7,19

213,37

fontinua.

0,9991
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continuagdo
—— } B T g
log Rm RETA DE FERGUSON
CONCENTRA(AQO DE ACRILAMIDA
AMOSTRA COMP. 7% 10% 12% 14% N - KR log Yo r
B8 178,91 167,31 159,89 151,78 4 386 20596 0,9999
c, 182 81 171,17 163,63 155,22 4 392 210,37 0,9998
c, 185,92 17391 167,91 157,96 4 390 213,37 0,9967
HCH- 6
F., 197,60 187,15 184,60 177,59 4 2,75 216,25 10,9884
K 175,53 16G,66 149,61 140,79 4 499 210,12 0,9993
N . 153,60 141,70 130,44 3 579 211,39 0,9999
P 171,86 148,07 135,78 121,16 4 718 221,39 0,9988
E 191,43 182,39 175,37 162,35 4 403 221,21 09810
E, 199,35 187,17 17867 17294 4 383 22574 0,9973
HCH- 7
? . 114,47 104,90 90,15 3 608 17613 0,9925
] C,y 187,94 17261 164,83 157,63 4 433 217,33 0,9960
: D 190,83 178,16 171,63 164,19 4 378 216,82 0,9986
! E 193,36 180,77 173,48 166,42 4 385 219,88 0,9990
‘ HCH- 8
| Fy? 181,77 176,39 168,54 3 3,31 21526 0,9942
. Fp? ... 187,51 180,69 174,94 3 3,14 218,76 10,9988
; J 183,19 167,00 156,77 147,71 4 509 21840 0,9992
{ N? 174,21 151,94 126,63 3 587 221,35 0,9970
¢, 187,94 176,01 168,50 159,68 4 4,01 216,11 0,9996
D 190,63 179,08 170,89 162,26 4 405 219,20 0,999
E 193,36 180,12 173,89 166,25 4 383 21960 0,9977
HCH- 8
! 186,19 173,63 162,70 153,60 4 4,70 21956 0,9988
J 183,19 168,66 159,67 149,76 4 475 21642 0,9999
M 179,20 1,8,79 151,05 138,37 4 570 218,17 0,9953
C, 187,72 175,71 168,86 159,32 4 400 21535 0,9985
D 190,68 17841 171,57 161,41 4 411 21965 0,9975
E 193,48 181,29 174,75 164,69 4 403 22189 09975
HCH-10
F, 199,67 189,89 186,00 178,74 4 291 219,83 0,9955
M 178,79 161,94 151,94 138,37 4 5,69 218,96 0,9985
C, 189,39 176,43 169,29 159,34 4 4,23 21905 0,9986
D 192,13 178,87 172,76 162,28 4 4,6 221,23 0,9966
E 194,55 182,08 175,36 164,72 4 417 224,02 0,9969
HCH-11
G . 15289 151,68 142,53 3 3,569 19345 0,9877
| . 171,78 163,07 149,79 3 550 22752 0,9929
C,y 189,73 177,16 169,62 159,08 4 431 220,24 0,9980
D 191,93 180,11 172,38 161,86 4 4,24 222,90 0,9974
HCH-12 3 194 44 183,20 174,97 164,63 4 4,22 22464 0,997
| . 174,64 164,33 15145 3 580 23304 0,9980

COMP. - componente

N

s numero de determinaghes e boey Hap
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100

150
‘o
HCH - | HCH - 2 P
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e 10 14 %a'00 6 10 4 %A
log Rm
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150+
HCH - 3 HCH - 4
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s 0 14 o4 '0° e 10 4 %

f:. TAS DE FERGUSON DAS AMOSTRAS DE HCH 1 a 4. Evidencia-se o paralelismo entre os IHs
(-——), isdmeros de carga. A composicSo dos componentes secunddrios {———) varia sm cada amostra.



9 Rm log Rm
200 200 A
150 - 130 4
HCH - 3 \\ P MCH - 8
s/ d
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iog Rm log Rm
200 200 4
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\
\
\
\
\
HCH - 7 \\ HCH - 8
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100 . : LA 100 ; . .
6 10 14 %A e 10 4 %a

HETAS DE FERGUSON DAS AMOSTRAS HCH 5 a 8. Pode-se notar que os |Hs (——) se apresentam
como retas paralelas em todas as amostras. Os componentes secundérios (——-—) variam em cada tipo de
preparacdo. Nas amostras 5 e 7, existem componentes secundérios que ndo encontram carresponden-
tes em nenhuma otra amostra.
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log Rm log Rm
200 1 200 A
180 - 280 -
HCH -9 HCH - 1O
100 T Y T 100 T T — 1
) 10 14 %A ) 10 14 %A
0g Rm log Rm
200 1 200
€2
150 ~ RN |50J
~ 1
S e
HCH - I} HCH - |2
100 T Y 1 100 T T a
) 10 14 9 é 10 14 %A

RETAS DE FERGUSON DAS AMOSTRAS DE HCH 9 8 12. Nota-se o paralelismo entre os |Hs (——).
Apesar dos hormdnios terem sido extraldos por um mesmo método, observa-se a varisgio dos compo-

nentes sscundérios (~—--), bem como nas Figuras 21 o 22.
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Tabela VI

Parametros Calculados das Retas de Ferguson e Estimativas de R e MM e Intervalo de
Confianga, dos isohormonios das Amostras do Grupo |

- - . T T T T T T T T T T T
AMOSTRA Kg Yo R MM (d) » 1.C.
ISOHORMONIO B
I _ _ ]
1 4,07 1,16 1,89 23200 22 400 — 24 000
2 3,89 1,14 1,84 21350 20 600 — 22 100
3 4,21 1,22 1,93 24 600 23 800 - 25 450
4 417 1,19 1,92 24 200 23 400 — 25 000
5 4,19 1,22 1,93 24 400 23 650 — 25 250
6 3,86 115 1,83 21950 20 300 — 21 80O
ISOHORMONIO C,
1 4,01 1,26 1,88 22600 21 950 — 23 300
2 385 1,24 1,83 20950 20 200 — 21 700
3 4,10 1,32 1,90 23500 22 700 - 24 300
4 417 1,33 1,92 24 200 23 400 — 25 000
5 4,10 1,32 1,90 23500 22 700 — 24 300
6 3,92 1,27 1,85 21650 20 900 — 22 400
ISOHORMONIO C,
1 3,36 1,36 1,86 22050 21300 -22800
2 396 1,38 1,86 22000 21200 -22700 .
3 4,01 1,39 1,88 22 550 21 800 — 23 300
4 414 1,44 1,91 23 900 23 100 — 24 700
5 4,05 1,41 1,89 23000 22 200 — 23 800
6 3,90 1,36 1,85 21450 20 700 - 22 200
8 433 1,49 1,97 26 000 25 100 — 26 800
9 4,01 1,45 1,88 22600 21 800 - 23 300
10 4,00 1,44 1,87 22 500 21700 — 23 250
11 4723 1,55 1,94 24 850 24 050 — 25 700
12 4,31 1,59 1,96 25700 24 900 — 26 600
| ISOHORMONIO D |
5 4,00 1,49 1,87 22 500 21700 — 23 250 —1.
8 3,78 1,47 1,81 20 300 19 500 — 21 000
9 4,05 1,56 1,89 23000 22 200 — 23 800
10 411 1,57 1,90 23600 22 800 - 24 400
1 4,16 1,63 1,92 24100 23 300 - 24 900
12 4,24 1,66 1,94 24 950 24 100 - 25 800
ISOHORMONIO E
7 4,03 1,63 1,88 22 800 22 000 - 23 500
8 3,85 1,58 1,83 21000 20200 - 21700 -
9 383 1,57 1,83 21 000 20 000 — 21 500
10 4,03 1,66 1,88 22800 22 000 - 23 500
1 417 1,74 1,92 24 200 23 400 - 25 000
12 4,22 1,76 1,94 24 700 23950 - 25 600
ISOHORMONIO E,
7 383 1,81 1,83 20 800 20 000 — 21 500

Yo = antilog Yo, 1007}

1.C. = intervalos de confianga inferior ¢ superiur da determinagio de MM, ao nivel de 95%
de ccnfianga
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3 38 3% %0 4l 42 43 44 KR
(2 % e -?———OE—D———Cz
L
10 ——————f D

20 2| 22 23 24 28 26 MM 10° d

1 igura 27 - MASSA MOLECULAR DOS ISOHORMONIOS DAS AMOSTRAS DE HCH 1 a 12
{GRUPO 1). O trago horizontal indica 8 MM pelo :ntervalo de confianga desta estimativa
(significdncia 5%). O valor de Kn é indicadr. pelos pontos centrais (escala superior).
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Tabela Vil

Valores Estimados de -KR, Yo, R, MM e Intervalo de Confianga dos
Componentes Secunddrios dos HCH do Grupo |

r—“—“*LO -
COMP. Ky Yo Ri(nm) MM (d) 1.C. (d)
AMOSTRA
1 K 421 1,04 1,93 24 600 23 800 - 25 450
RABEN N 5687 1,29 2,31 41 800 40 800 - 42 900
p 5,04 114 2,37 45 400 44300 - 46500 |
2 N 6.11 150 241 47700 46 500 - 48 800 i
| STROUD p 7,78 1,08 2,77 72 300 70700 — 74 000 |
e = e et e s e s s e - e - -
| 3 F, 239 1,96 136 8600  BO00- 9000
F, 2,33 1,29 1,34 8 200 7700 - 8700
MILLS K 4,46 1,11 2,00 27 300 26 500 ~ 28 200
N 5,96 1,38 2,34 45 600 44 500 - 46 800
FC, p 6,63 1,35 2,52 54 900 53 600 - 56 200
, 4 F, 3,12 1,40 1,61 14 200 13 600 — 14 900
| STROUD Fa 2,79 1,53 1,50 11 500 11 000 - 12 100
: K 4,48 1,10 2,01 27 550 26 700 - 28 400 .
i K 5,39 1,43 2,24 38 300 37300 -39200
| N 6,52 1,70 250 53400 52 100 - 54 700
| KABI ? 7,19 1,36 2,65 65 200 61 800 - 64 550
| p 7,66 1,87 2,74 70 400 68 800 - 72 050
6 F, 2,75 1.45 1.49 11 200 10 650 — 11 800
K 4,99 1,26 2,14 33 400 32450 - 34 300
WILHELMI ~ NIH N 5,79 1,30 2,33 43 400 42300 —-44 500 |
P 7,18 164 264 63000 61600 - 64 400 |
b T s s ——— — +
/ 7 I
. |EA-LHC-050875 ? 6,08 0.58 2,40 47 250 46 200 - 48400 '
' 8 Fol 3,14 154 162 14400 13900 — 15000
| Fo? 3,31 1,42 1,67 15 900 15200 - 16650 |
| IEA-LHC-310177 1 5,09 1,53 2,16 34 600 33700 ~35500 |
| N ? 5,87 163 2,35 44 400 43300 45600
e e . AR —— e ]
9 I 4,70 157 206 30000 29200 ~30900 |
IEA-LHC-270777 J 4,75 1,46 2,08 30 600 29770 -31500 |
M 5,70 152 2,31 42 200 41200 —43300 !
fm e e e e L —— i
10 Fy 2,91 1,8 1,54 12 500 11900 - 13100 |
IEA-LHG-270777 M 5,69 1,55 2,31 42100 41100 - 43150
Pmm e e ——— o ————— ——— = e RO . - e e e e .- L - s e m m ——— am ——..1
1 G 3,59 0.86 1,75 18 400 17800 - 19100 |
IEA-LHC-031177 f 5,50 1,88 2,26 39 600 38 700 - 40600 |
S O . - . e e e e . |
; 12 | 5,80 214 234 43500 42500 - 44 600 !

[ IEA-LHC031177
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Este foi o Unico extrato que exibiu quatro (Hs:B, C1, C2 e D. Como nas outras amostras, as
variacdes de Kgq- R e MM foram pequenas, respectivamente de 4,00 a 4,19: 1,87 a 1,93 nm e 22500 a
24 400 d. Quatro componentes secundirios foram detectados, todos de MM maior que a dos IHs,
variando entre 38300 a 70400 d. Entre as bandas N e P aparece outra, cujas medidas de Rm ndo se
enquadraram nos modelos estabelecidos e ctja MM foi de aproximadamente trés vezes a do mondmero
do HCH: 63 200 d.

AMOSTRA HCH 6 WILHELMI (NiH) (Fiaura 20)

Esta preparagio destacou-se pela nftida preponderancia do IH B em relagdo aos |ids, C1 e Cz'
As variacBes de Kp, R MM destes trés IHs foram de: 3,86 a 3,92;: 1,83 a 1,85 nm e 21 050 a 21 650 d.
Apesar de se tratar de uma preparagdo purificada para radioimunoensaio, apareceram quatro
componentes secundarios: Fz' de MM pequena (11 200 d) e os demais com MMs maiores que a dos |Hs:
componente K de 33 400 d, componente N de 43 400 d e componente P de 63 000 d.

AMOSTRA HCH 7 IEA 050875 (Figura 21)

Este extrato de HCH, estocado por 2-3 anos, foi o Gnico a apresentar o IH E1, além do IHE,
tendo KR de respectivamente 3,83 a 4,03. As estimativas de R foram de 183 a 1,88nm,
correspondendo a MM de 20 800 a 22 800 d. Apenas um componente secundério, de 47 250 d, pdde ser
identificado,

AMOSTRA HCH 8 IEA LHC 310177 (Figura 22)

Este extratc purificado apresentou trés IHs, classificados como Cz' D e E. A variacdo de KR foi
de 3,78 a 4,33 podendo ser considerada grande em relag3o 3s variages apresentadas pelos |HS das outras
amostras. Possivelmente foi resultado do erro experimental, tendo em vista a diferenca apresentada pelos
valores de Rm do IH 02 nos géis de 10 e 12% qnia_mdo comparados aos valores correspondentes nas
outras amostras deste grupo. Consequentemente o R e a MM também variaram consideravelmente: de
1,81 a 1,97 nm de 20300 a 26 000 d. A classificagdo dos quatro componentes secundirios também
ofereceu certa dificuldade. Dois componentes ocuparam posigdo adiante dos IHs, apresentando MM em
torno de 15000 d (F1 ? e Fz? ). A protefna de 34 600 d enquadrou-se na classificacdo do componente J
enquanto que o composto de 44 400 d ocupou uma posicdo intermedidria entre os componentes N e P,

AMOSTRAS HCH 9 E HCH 10 — IEA LHC 270777 (Figuras 23 e 24)

Os resultados destas duas amostras serdo comentados em conjunto por serem procedentes de um
mesmo lote de purificagdo, A segunda amostra difere da primeira por ter sido submetida a duas
liofilizacdes em vez de uma, Ambas apresentaram os mesmos IHs, Cz' D e E, n3o se percebendo
diferencas entre os valore_s de KR e consequentemente nas estimativas de R e MM, Na amostra 9, KR
variou de 3,83 a 4,05; o R de 1,83 a 1,89 nm ¢ a MM de 21 000 a 23 000 d; na amostra 10 as variacSes
respectivas foram de 4,00 a 4,11; 187 a 1,90nm e de 22500 a 23600d. Ambas as amostras
apresentaram em comum o componente M, que aparece como banda relativamente intensa logo atrs dos
IHs, tendo MM préxima a 42000d. O componente F2, apesar de ser preceptivel no gel a 10% da
amostra 9, nfo pdde ser identificado com clareza nos demais géis, indicando que sua concentraco é
menor que na amostra 10, onde pdde ser caracterizado. Os componentes | e J, ambos de comportamento

eletroforético semelhante e apresentando MM perto de 30000d, puderam ser caracterizados na
amostra 9 e nfo na 10,

AMOSTRA HCH 11 E HCH 12 LHC 031177 (Figuras 25 e 26)
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Estas duas amostras também pertencem a um mesmo lote de extragdo, a primeira delas
representando a fragdo central do pico I da purificacdo e a segunda uma aliquota do_pico i1 reunido.
Ernbora estatisticamente n3o se possa comprovar uma diferenga, os valores de KR, R e MM dos IHs
deste lote de extragio revelaram-se ligeiramente maiores que 0s dos outros lotes de HCH IEA. Assim, nas
amostras 11 e 12, os valores de K variaram respectivamente de 4,16 a 4,23 e de 4,22 a 4,31, Tais
valores refletiram nas estimativas do R e da MM, que na amostra HCH 11 variaram de 1,92 3 1,94 nm e
24 10C a 24850 d e na amostra HCH 12 de 1,94 a 1,96 nm e 24 700 a 25 700 d. Em ambas as amostras
identificou-se o componente !, com respectivamente 39600d e 43500d. Na amostra HCH 11,
constatou-se a presenca do componente G, com MM de 18 400 d, ndo encontrado na amostra HCH 12,
provavelmente pela siva diluigdo no volume total do pico lll.

A Tabela VIl mostra s diluigio comparativa dos tipos de IHs e componentes secundérios
encontrados na EGPA em cada amostra deste grupo. Os IHs estdo sublinhados de acordo com a
intensidade de coloragdo das bandas, denotando a preponderancia de determinado tipo de componente
em cada amostra. Logo ao primeiro exame nota-se a predominancia dos IHs 8, C1 e C2 nos preparados
de outros laboratdrios, enquanto que nas amostras de HCH 1EA os tipos C2, D e E sd3o constantes. O
nimero de componentes securndérios variou bastante, encontrando-se até cinco na amostra HCH 3,

2.3 — Grupo Il — Amostras de HCH 13 a 21

Extratos hipofisarios liofilizados, armazenados h& 2 ou 3 anos a -20°C, foram redissolvidos com
tampdo fosfato 0,1 M, pH 6,6 contendo NaCl0,5M e repurificados em gel de Sephadex G 100. As
9 amostras deste grupo pertencem ao pico {1l resultante desta repurificagdo, sendo coletadas alfquotas a
cada quatro fragdes de 15 ml, de elufdo da coluna.

Como a guantidade de protefna aplicada aos géis foi mantida constante, a maior ou menor
intensidade de coloragdo de uma determinada banda permite a avaliagdo da sua concentra¢do relativa em
determinada amostra,

Nos géis corados (Figura 28), observou-se uma banda principal larga, de limites imprecisos e de
coloracdo intensa, posicionada 3 frente da zona habitualmente ocupada pelo HCH. Esta banda representa
o unico isohormdnio identificado nestas amostras, ou seja, o isohormdnio E. Evidenciaram-se quatro
componentes secunddrios.

Os valores de log Rm e os pardmetros das retas de FERGUSON acham-se agrupados por tipo de
componente n3 Tabela XX do apéndice. Na Tabela | X est3o 0s | parametros Kn e Yo dos componentes —
calculados com todas as medidas agrupadas — e os valores de R, MM e intervalos de confianca da Gltima
estimativa. A anélise de varidncia das retas de regressdo representativas dos componentes deste grupo é

mostrado na Tabela X. 7 isohormOnio E deste grupo de amostras exibiu massa molecular relativamente
alta, de 26 600 d.

Na Figura 29 mostra-se a distribuicdo dos componentes de acordo com o volume de eluigdo e
com a MM, O pico IV ndo foi inclufdo no estudo, O isohormdnio E, é mais concentrado nas amostras
correspondentes As frag3es centrais do pico 11} (980 — 1 040 mi). Dois componentes distintos — K e J —
com MMs prbximas a 30 000 d, aparecem entre 1040 e 1 340 mi, com concentragdo maxima em 1 160

e 1220l respectivamente. Dois componentes — F, e F2 ~ de MM opequena, surgem a partir de
1200 m},

2.4 — Grupo 11l — Amostras de HCH 22 a 32

As onze amostras deste grupo, coletadas de modo semelhante 3s do grupo anterior,
cosrespondem ao fracionaraento cromatografico de um extrato hormonal recém-preparado. Na Figura 30
apresenia-se a fotogratia dos géis corados. Este grupo de amostras inclui uma fragdo correspondente 3



Tabela VIl
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Distribuicdo dos Componentes Proteicos em cada Amostra de HCH do Grupo |

- : —_— —
— Z
o =
= S g S5 3 3 e & & oz & &
2 € 25 E 8 3 832 ¢8558 s3 g3
@ w L wm @ 2 SO0 =M N =N -0 =0
AMOSTRA 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
COMP.
B x x x x x x
¢, x x x x x X
C, x x x X x 3 x X x x
o x x x x x o
E x X x x 3 x
E, X
F, x x x?
F2 x X x? x?
Fa x
G x
| X X X
J 3 x
K x x x x x
M x x ]
N X x x X X x? i
P X x X N x x .
s/cl. B x B x-“—_ o S !

s/cl. = sem classificacdo
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Figura28 — BANDAS PROTEICAS OBTIDAS NA EGPA DAS AMOSTRAS DE HCH DO GRUPO
Il (10% de acrilamida). O IH E, Gnico encontrado neste grupo, é a banda de coloracdo
mais intensa, de limites pouco precisos. A sua coloragdo vai aumentando a partir das pri-
meiras amostras, atingindo intensidade méxima nas amostras 15 e 16 (zona central do pi-
co |ll) e diminuindo gradativamente nas amostras seguintes. Os componentes J e K ocu-
pam posicdo atrds dos |Hs. A coloracdo destas bandas é mais intensa nas amostras 17 e 21.
Os componentes F1 e F2 aparecem apenas nas amostras 20 e 21, como bandas mais ou
menos difusas, A seta indica o sentido da migragdo eletroforética.



Tabela I1X

Parametros das Retas de Ferguson dos Componentes das Amostras do Grupo Il, com Valores
Estimados de R e MM com Intervalo de Confianga ao Nfvel de 95% de Confianca
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COMP. N -Kg Yo R MM (d}) IC (d)
E 36 4,39 1,80 1,98 26 600 25 80O — 27 400
F, 9 2,38 1,22 1,36 8500 8000 — 9100
Fa 1" 2,17 1,29 1,28 710 6 600 — 7 600
J 23 4,64 1,43 2,05 29 300 28 500 — 30 200
K 10 4,79 1,25 2,09 31050 30 200 — 31 950

COMP. = componente
N = nGmero de medidas de log Rm,

Tabela X

Andlise de Varidncia das Retas de Regressdo Obtidas para

os Componentes do Grupo 1!

COMP. R2 G.L. Fs F, CONCLUSAO
E 0,995 1,34 7 168,70 13,240 O Modelo n8o é adequado
F.I 0,945 1,7 119,411 3,97 O Modelo é adequado
F2 0,987 1,9 676,806 0,122 O Modelo é adequado
J 0,989 1,29 1941,445 0,306 O Modelo é adequado
K 0,983 1, 8 475,372 7,064 O Modelo ndo é adequado
COMP, = Componente
R2 = coeficiente de explica¢3o
G.L. = Graus de liberdade, respectivamente para Fy e F2
F1 = estatistica que testa a inclinagdo da reta

F2 = estat(stica que testa a adequacdo do modelo da reta
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REPRESENTACAO GRAFICA DA ABSORBANCIA A 280 nm DAS FRACOES ELUI-
DAS PELA CROMATOGRAFIA EM GEL DE SEPHADEX G 100 DO HCH-IEA 050875
~ GRUPO 11, A ascala da direita representa @ MM ., 1073 d. Os componentes proteicos i-
dentificedos na EGPA, sio representados por barras horizontals, cujo comprimento indi-

Ca a sua presenga no volume de sluldo. A targura das barras indica o intervalo de confian-
ca da estimativa de MM,
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Figura 30 — BANDAS PROTEICAS OBTIDAS NA EGPA DAS AMOSTRAS DE HCH DO GRUPO
111 (10% de acrilamida). Os IHs C1, C2 e D aparecem como bandas nitidas, cuja intensi-
dade de coloragdo é méaxima nas amostras 25 e 26, diminuindo gradativamente nas amos-
tras anteriores e nas subsequentes. Os IHs C1 e C2 apresentam-se com intensidade de co-
loragdo praticamente igual nas amostras centrais; o IH D contudo aparece com coloragdo
bem menos intensa. Os componentes | e J sd0 muito intensos e difusos — nas amostras 22
e 23 (pico Il) onde se confundem, diminuindo sensivelmente de intensidade ao atingirem
o Ve correspondente ao pico Ill. Os demais componentes secunddrios aparecem como ban-
das de coloragdo fraca, a ndo ser os do grupo F, que comegam a aparecer nitidamente a
partir da amostra 29. Na amostra 32, todos os componentes s30 pouco evidentes. A se-
ta indica o sentido de migracdo eletroforética.



concentracio proteica méxima do pico ll, representada pela amostra22 (Ve=840ml); os tds
ischormdnios — Cr D e E deste lote de extragfo s3o identiticados a partir desta amostra, embora em
pequena concentragBo. A intensidade de coloracdo das bandas dos trds |Hs mostra que sua concentracdo
& méxima nas amostras 25 e 26 (de 1050 a 1 110 mi).

Os valores de log Rm e os pardmetros das retas de FERGUSON individuais dos componentes,
encontram-se agrupados por componente na Tabela XXI do apéndice. Os valores de log Rm assim
agrupados, foram empregados para o célculo de uma s6 reta de FERGUSON para cada componente; os
resultados s§o mostrados na Tabela XI. Nesta tabela encontram-se também as estimativas de R ¢ MM
com os respectivos intervalos de confianga. Estes resultados serfo comentados com a Figura 30. Na
Tabela XI1, expem-se os resultados da analise de varidncia destas retas.

A distribuicdo dos componentes conforme sua MM e sua posi¢do no elufdo do fracionamento
cromatografico pode ser vista na Figura 31. O pico IV ndo foi inclufdo.

Os isohormdnios C, e D foram elufdos até cerca de 1 400 ml enquanto que o isohormdnio E
ndo estd mais presente apbs 1290 ml. A MM dos trads isohormdnios pode ser considerada idéntica,
variando entre 23 100 e 23 500 d.

Este lote de extracdo foi o0 que exibiu o maior nimero de componentes secuniirios,
compreendendo cinco protefnas de MM maior que o HCH:

— O e P, com respectivamente 64 800 e 66 850 d, presentes do infcio até pouco mais da
metade do pico Ill;

M, com 45 800 d, presente de 990 a 1 410 mi do volume elufdo;

— 1 e J, com MMs de 30000 e 34 000 d respectivamente, cuja distribuicdo acompanha
aproximadamente a3 dos 1Hs; a banda | mostra-se muito concentrada no pico Il.

Trés componentes de MM pequena, pertencentes ao grupo F, foram identificados na fase final
do pico I, a partir de 1 290 mi. Todos t2m MMs semelhantes, préximas a 13 000 d.

2.5 — Grupo IV — Amostras de HCH 33 a 43

Este grupo de doze amostras representa a segunda purificagdo cromatogrdfica de um extrato
hipofisdrio, através de uma mesma coiuna de gel de Sephadex G 100. A coleta das amostras do elufdo
cromatografico foi feita de modo semelhante ao dos dois grupos anteriores,

A fotografia dos géis a 10% de acrilamida é mostrada na Figura 32. Na amostia 33,
correspondente 3 concentragdo proteica mdxima do picol do fracionamento cromatogrdfico, nas
condicBes de EGPA empregadas, ndo se pdde caracterizar nenhum componente, Praticaments todo o
material ficou retido no gel superior e as protefnas que passaram ao yel de separacdo, penetram apenas
alguns milfmetros, seja nos géis menos ou mais concentrados, impossibilitando uma mediva correta da
distdncia de migracdo. A andlise dos componentes desta amostra teria sido possivel pelo emprego de géis
mais jongos ou de menor concentragdo em acrilanuda, O pico I} da cromatografia é representado pelas
amostras 34 a 36 e o pico |11, pelas demais amostrds.

Na Tabela XXl do apdndice, estdo relacionados os valores de log Rm e us pardmetros de cada
reta de FERGUSON, agrupados por componente; na Tabela X1}, expBem-se 0s pardmetros calculados
com todos os valores de log Rm agrupados, junto com as respectivas determinagcdes de R, MM e
intervalos de confianca estimados para a Oltima, Estes resultados sero comentados corn a Figura 33 Na
Tabela XiV encontram-se os resultados obtidos pela anilise de varidncia destas retas, dados pela

estatfstics R?, F,oeF,
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[ abela XI
Parametros das Retas de Ferguson dos Componentes das Amaostras do Srupy HE, com Valores
Estimados de R e MM com Intervalo rde Coctisnca ao Nivei de 95% de Confiancs
!ﬁ COMP N Kp Yo R MM (d) 1.C. (d)
[ ————
t
{ c, 39 4,10 1,47 1,90 23 500 22700 - 24 300
' D 40 4,06 1,55 1,89 23100 22 300 — 23 800
E 32 4,07 1,64 1,89 23 200 22 400 — 23 950
F' 15 2,98 1,38 1,56 13 100 12450 - 13700
F2 17 3,20 1,60 1,64 14 900 14 300 - 15600
F;} 10 2,88 1,54 1,53 12 250 11700 - 12900
| 39 4,72 1,54 2,07 30 200 2940C - 31100
J 39 5,05 1,57 2,15 34 100 33 20C - 35000
M 29 5,97 1,62 2,38 45 800 44 7(¢) — 46 900
. 0 16 7,30 1.9 2,67 64 800 63 351) - 66 400
' P 17 743 1,62 2,70 66 850 65 300 - 68 400
COMP. = componente
N = nimero de medidas de tog Rm.
Tabela Xil
Analise de Varidncia das Retas de Regressdo dos Componentes do Grupo I}
COMP. R2 G.L F, F, CONCLUSAQ
C2 0,994 1,37 6 151,962 16,727 O Modelo ndo é adequado
i D 0,993 1,38 5 693,960 16,721 O Modelo ndo é adequado
3 0,990 1,30 2 847,595 33,560 O Modelo ndo é adequado
F1 0,989 1,13 1215,093 8,287 O Modelo ndo é adequado
F2 0,998 1,15 1198,826 0,108 O Modelo é adequado
F3 0,981 1, 8 407,786 1,332 O Modelo é adequado
| 0,992 1,37 4 885,073 34,332 O Modelo ndo é adequado
J 0,995 1,37 6 878,079 7,646 O Modelo nio é adequado
M 0,996 1,27 7 110,167 1,288 O Modelo é adequado
0 0,999 1,14 9 409,889 0,560 O Modelo é adequado
P 0,998 1,15 6 424,698 9,881 O Modeio nfio é adequado
COMP. = componente
R2 = coeficiente de explicagcdo
G.L. = graus de liberdarde, respectivamente piara F, e "'1
Fl = estatfstica que testa a inclinacio da reta '
F < oestatistica e testa 5 Lwdennacdo do modelo da reta
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Figura31 — REPRESENTAGCAO GRAFICA DA ABSORBANCIA A 280 nm DAS FRAGOES ELUI-
DAS PELA CROMATOGRAFIA EM GEL DE SEPHADEX G 100 DO HCH-IEA 270777
~ GRUPO 111, A escala ds direita indica s MM . 10”3 d. Os componentes proteicos iden-
tificados na EGPA estdo representados pelas barras horizontals, que pelo comprimento
mostram o volume onde se apresentam e pela alturs indicam a sua MM, pelo intervalo de
confianca desta estimativa. Todos os |Hs estfo presentes a partir do pico 1l e apresentam
MMs coincidentes.
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Figura32 — BANDAS PROTEICAS OBTIDAS NA EGPA DAS AMOSTRAS DE HCH DO GRUPO
IV (10% de acrilamida). Os isohormdnios, representados pelas bandas de coloracdo mais
intensa, apresentam-se a partir da amostra 34 (pico Il), tendo intensidade méxima de co-
loragdo nas amostras 38 e 39 (centro do pico Ifl}. Em ordem crescente de intensidade de
coloragdo estdo: H Cz, C1 e D. Na amostra 33, reconhece-s¢ uma banda que penetra mui-
to pouco no gel de separacdo e que ndo pode ser identificada. Nas amostras corresponden-
tes ao pico Il (34 a 36}, nota-se a presenga de uma banda difusa — | — que depois vai di-
minuindn gradativamente; nestas amostras, a banda K também pode ser reconhecida com
facilidade. As bandas F1 e F3 aparecem a partir da amostra 42, As demais bandas apare-
cem com coloragdn muito fraca. A banda intensa que aparece isolada na metade superior
da amostra 38 é uma proteina contaminante. A seta indica o sentido de migraciio eletro-
forética,
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Figura33 - REPRESENTACAO GRAFICA DA ABSORBANCIA A 280 nm DAS FRACOES ELUI-

DAS PELA CROMATOGRAFIA EM GEL DE SEPHADEX G 100 DO HCH-IEA 031177
~ GRUPO IV, A escala da direita representa 8 MM em daltons. 103, As barras horizon-
tais representam os componentes proteicos identificados na EGPA, mostrando a sua dis-
tribuicBo no Ve e sua MM, dada pelo intervalo de confianca desta estimativa. Os IHs C
C 8 D superpSem-se quanto a0 Ve e MM, estando presentes j& no pico I,
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Parametros das Retas de Ferguson dos Componentes das Amostras do Grupo {V, com Valores
Estimados de R e MM com Intervalo de Confianga ao Nfvel de 95% de Confianga

COoMmP, N “Ka Yo R MM (d) 1.C. (d)
C, 40 4,03 1,45 1,88 22 800 22 000 — 23 500
D 40 4,03 1,56 1,88 22 800 22 000 — 23 500
E 40 398 1,65 1,87 22 300 21 500 — 23 000
F1 8 2,77 1,32 1,49 11400 10 800 — 12 000
F3 8 2,70 1,50 147 10 800 10 300 — 11 400
G 26 3,05 0,76 1,57 13600 13 000 — 14 300
H 6 4,09 0,80 1,90 23 400 22 600 — 24 200
I 36 4,58 1,45 2,03 28 700 27 800 — 29 500
K 9 4,86 1,29 211 31900 31 000 — 32 800
L 14 5,29 1,04 2,21 37 000 36 100 — 38 000
M 36 5,74 1,54 2,32 42 700 41 700 — 43 800
COMP = componente
N = nGmero de medidas de log Rm
Tabela X1V
Andlise de Variancia das Retas de Regressdo dos Componentes do Grupo IV
COMP. R? G.L. F, F, CONCLUSAO
02 0,092 1,38 4711,476 15,136 O Modelo ndo é adequado
D 0,894 1,38 6 141,529 16,797 O Modelo ndo é adequado
(3 0,084 1,38 6 184,277 22,382 O Modelo nfo ¢ adequado
F' 0,993 1, 6 901,085 1,422 O Modelo é sdequado
F3 0,088 1, 6 490,242 4,123 O Modelo é adequado
G 0,083 1,24 1414,1056 1,971 O Modelo é adequado
H 0,993 1. 4 609,282 2,589 O Modelo é adequado
| 0,993 34 4 711,684 0,841 O Modelo é adequado
K 0,986 .7 476,836 0,246 O Modelo é adequado
L 0,960 1,12 290,460 0,630 O Modelo ¢ adequado
M 0,092 34 4 456,701 2,894 O Modelo ¢ adequado
COMP. = componente
R? = coeficiente de explicscdo
G.L. = graus de liberdade, respectivamente para F1 e F2
F,, = estatistica que testa a inclinaco da reta
F = estatfstica que testa a adequacdo do modeio da reta




A Figura 33 mostra a disposicdo dos componentes segundo a sua MM e sua presenca nos valores
dos picos }} e 1l da eluicdo cromatografica. O pico 1V ndo foi inclufdo. Os 1Hs do tipo C2, DekE
eluem-se juntos entre 800 e 1300 ml, tém MM de 22300 a 22800d e encontram-se em maior
concentracio no centro do pico lIl. Apesar da repurificagio, no pico!ll encontram-se diversos
componentes secundérios, com MMs maiores ou menores que os IHs: o de maior MM ¢ o componente
M, de 42 700 d, ocupando o mesmo volume dos tHs; o componente K, de 31 900 d, estd presente nas
fracoes iniciais do pico i1l e nas fragOes subsequentes, a sua banda no gel de poliacrilamida parece ser
substitulda pela banda L, de 37 000d. Outra proteina que acompanha o volume de distribuigdo dos
isohormdnios, é a representada pela banda |, de 28 700 d. Entre os componentes de MM menor que o
HCH, encontram-se os do grupo F, com cerca de 11000d, que aparecem apés 1200ml e o
componente G, de 13 600 d, elufdo a partir de aproximadamente 1 000 ml.

IV — DISCUSSAO
1 — Curva-Padrdo para Estimativa do R e da Massa Molecular

Com o intuito de obter precisio melhor para a curva-padrdo e sabendo-se que a massa molecular
do HCH varia em torno de 21500 d, procurou-se obter o maior nimero possfvel de prote(nas-padrdo
com massas moleculares desta ordem.

Controlando-se o sistema de EGPA em todas as suas etapas, conseguiu-se medidas de Rm
bastante reprodutiveis, resultando em determinacdes do Ka satisfatébrias. Na maior parte dos dados, o
desvio-padrdo das médias do Kg foi pequeno (Tabela (ff), sendc de 0,3 a 4,5% do valor da média para
12 estimativas; em quatro protefnas (bacitracina, glucacon, mioglobina e dimero da SAB) foi de 8,0 a
10,0%, enquanto que a maior variagdo foi encontrada na forma monomérica da insulina, com 12,1%,

Uma comparagdo dos valores de Ka obtidos neste trabalho com outros da literatura, para as
mesmas protefnas, torna-se praticamente impossivel por causa dos sistemas diferentes de EGPA
empregados. O sistema que mais se aproximou ao deste estudo foi o usado por HEARING e cols. 27},
Apesar das protefnas usadas terem sido solubilizadas em Triton X-100, os valores do Kg sdo bastante
semelhantes aos obtidos neste trabalho, sendo, respectivamente: insulina (dimero) — 3,1 e 2,943;
mioglobina — 3,7 e 2,718; quimotripsinoggnin A {(mondmero) — 4,6 e 4,490: ovalbumina (mondmero) —
5,8 e 5,421: SAB (mondmero) — 7,8 e 7,107; SAB (dfmero) — 12,0 e 10,743.

O sistema eletroforético usado por SKYLER e cols.'84! forneceu resultados do KR comparéveis
para todas as protefnas em comum com as deste estudo, apresentando, respectivamente, os seguintes
valores: bacitracina — 1,46 e 1,595; glucagon — 2,39 e 2,760; FSH — 5,64 o 5,600; ovalbumina
(mondmero) — 5,49 e 5,421; SAB (monbmero) ~ 6,57 e 7,107; SAB (dimero} — 9,48 e 10,743,

Na bibliografia consultada, encontraram-se, basicamente, dois tipos de tratamentos para
relacionar os valores experimentais do Kg as massas moleculares das proteinas, a fim de estabelecer a
curva-padrdo nos moldes propostos por HEDRICK & SMITH'28) No primeiro tipo, o coeficiente de
retardamento KR ¢ relacionado diretamente 3 massa molecular e no segundo tipo, indiretamente, através
do raio geométrico médio da molécula proteica (R). Em cada um destes dois tipos, sugerem-se diversas
solucdes, transformando uma ou ambas as varidveis em logar{tmo ou raiz quadrada. Por exemplo,
HEDRICK & SMlTHm”, os primeiros autores a explorarem as possibilidades oferecidas pela EGPA
como meio de avaliar a MM de prote(nas, relacionaram o KR diretamente & MM, obtendo uma fungdo
linear para MMs de 50000 a 500 000 daltons, Pela Figura 12, verifica-se que os resuitados do KR
obtidos neste trabalho ndo variam linearmente com a MM, quando esta é inferior a 40 000 d, adotando a

forma de uma parsbola. O mesmc tipo de distribuicdo para massas moleculares pequenas é relatado por
diversos autores(1 7.24,59.64)

Com a finalidade de se obter correlacdo melhor entre as varidveis, reunindo em um sb sistema
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tantn as proteinas de menor como as de maior MM, foram propostos diversos tratamentos matematicos,
em geral empiricos. Contudo, RODBARD & CHRAMBACH'®?) fundamentaram a sua formulagdo em
aspectos tebricos da EGPA associados & geometria molecular. A matriz de gel de poliacrilamida
discrimina as proteinas mais pelo seu tamanho f(sico e forma do que pela sua massa. Os autores acima,
aceitando como vélida a esfericidade das protefnas globulares, exprimiram o seu tamanho em fungdo do
seu raio geométrico médio R. Sabendo-se a massa molecular e o volume especffico parcial de uma
proteina, o seu raio geométrico pode ser deduzido por meio de f6rmulas fisicas conhecidas {férmula xi
do capitulo ).

Em outros tipos de correlagdo tentados como, por exemplo, os de GONENNE &
LEBOWITZ!?%), ou de HEDRICK & SMITH'?8) 3 zona de linearidade ou a daptacio dos pontos
experimentais 3 reta calculada ndo foram tdo satisfatbrios como naquele finalmente escolhido: o de
RODBARD & CHRAMBACH(SQ), ao qual se referem os pardgrafos seguintes.

A reta média calculada com os dados experimentais citados por SKYLER e cols“s”, para

19 protefinas globulares com MM variando entre 670 e 450 000 d, obedece 3 seguinte equagdo:
R = 1,3952. /K, — 0,8256, com coeficiente de correlado r = 0,9757.

HEARING e cols. usaram 33 proteinas solubilizadas em Triton X-100, cujas MMs variavam entre
11 500 e 670000d, com prepunderdncia das proteinas maiores; a reta média calculada para os seus
dados experimentais resultou na equac¢do:

R = 1,1088.+/ K — 0,2845, com coeficiente de correlagdo r = 0,9625.

A equacio da reta média obtida no presente estudo: R=1,1316. \/TR - 0,3898 e com
r=0,9776, apresenta pardmetros da mesma ordem de grandeza e coeficiente de correlagdo comparével
aos obtidos por outros autores. A representacdo grafica desta reta pode ser vista na Figura 13 e mostra
que, embora a linearidade na regido de massas moleculares pequenas ainda ndo seja perfeita, as
transforma¢Bes matematicas propostas por RODBARD & CHRAMBACH ampliam a zona de linearidade,
incluindo proteinas com MMs a partir de aproximadamente 11 500d (R = 1,50 nm). Os resultados da
anélise de varidncia desta equagdo, apresentados na Tabela IV, mostram a adequacdo dos pontos 3 reta
calculada, pelo alto coeficiente R?. A estatistica Fc=323,58, comparada ao F tabelado em 1% de
significéncia‘s'ss’ , mostrou que a inclinagdo da reta é altamente significativa.

Quanto aos intervalos de confianga da reta-padr3o, estimados ao nivel de 5% de significlncia,
verifica-se que a sua variago em torno do ponto de maior confianca, representa 1,7% da estimativa do R
neste ponto; para a zona de valores do K, em tomg de 4 (estimado para a maior parte dos
isohormdnios), esta variagSo representa 2% do valor do R estimado. No extremo inferior da reta, a
variag3o dos intervalos de confianga ultrapassa 50% do valor do R, introduzindo erros grandes na sua
estimativa.

Diante destes resultados pode-se chegar as seguintes conclusdes:

a) O sistema de EGPA adotado, usando quatro concentracBes de acrilamida, forneceu
resultados resprodutfveis e precisos para a obten¢do do pardmetro KR de cada protefna.

b} As dez proteinas empregadas como padrdes, foram adequadas 3 finalidade a elas
destinada, tendo pureza satisfatoria e fornecendo resultados reprodut(veis.



c} Para os resuitados obtidos pelas proteinas-padrao, o tratamento matematico de
RODBARD & CHRAMBACH‘SS’ mostrou ser o mais adequado para o estabelecimento da
curve padrdo, cuja validade se verifica para proteinas globulares com massas moleculares
de 11 000 a 260 000 d.

d) Pelos intervalos de confianca, verificou-se que os valores do K, determinados nara os
isohormdnios do hormonio de crescimento humano, cairam dentro de uma zona da
curva-nacrao, proéxima a de menor erro.

2 — Amostras do Grupo |

Confirmado os achados de outros autores, j& citados na Introdugdo, todas as preparacGes de
HCH estudadas mostraram ser heterogéneas, apresentando de dois a quatro isohormdnios, isdmeros de
carga, além de um nGmero varidvel de compostos proteicos menos importantes, denominados de
componentes secundarios (ver Tabela VIII).

A discussdo dos resultados obtidos neste arupo de amostras enfocard ns seguintes aspectos:
1) Caracterizagdo dos isohormdnios e da sua heterogeneidade;
2) Avaliagdo do raio geométrico médio (R) e da massa mnlecular (MM) dos isohormdnios;

3} Estudo dos compnnentes secundarios.

2.1 — Caracteriza¢do dos Isohormdnios e Heterogeneidade do HCH

G comportamento do HCH na EGPA analitica é bastante conhecido, tendo sido estudado nas
mais variadas condi¢des de anélise, 0 que permite comparagGes entre os resuitados deste trabalho com os
de outros autores.

Pelas Figuras 15 a 26, representativas das retas de FERGUSON dos componentes proteicos
encontrados em cada amostra, evidencia-se o paralelismo entre as retas dos isohormonios. Este
paralelismo indica a isomeria de carga destes componentes, ou seja, elas podem ser considerados como
tendo a mesma massa molecular, diferindo entre si pela carga .

Portanto, o que diferencia os |Hs entre si é a sua carga diversa, que na EGPA se manifesta por
distancias de mi&ra o anddica diferentes e cuja magnitude pode ser avaliada pelo pardmetro Yo da reta
de FERGUSON ™9/, Portanto, este valor serd analisac ; em primeiro lugar para caracterizar cada tipo de
isohormdnio.

Examinando-se os valores do log Yo dos IHs da cada amostra, mostrados na Tabela V, verifica-se
haver, com uma (nica excecdo (amostra 8 IH D}, um nitido aumento deste parAmetro entre os IHs
subsequentes. Houve possibilidade de agrupar-se todos os IHs encontrados de acordo com a sua
mobilidade, isto é com o valor crescente do Yo, como estd apresentado na Tabela VI. A variacdo
apresentada por Yo de cada grupo de IH foi a seguinte (incluindo a amostra 8):

IH VARIACAO DO Yo N MEDIA *+ D.P.

B 1,14 - 1,22 6 1,180 *t 0,035

C, 1,24 - 1,33 6 1,290 *+ 0,038

c, 1,36 1,59 11 1,442 t 0,075

D 147 166 6 1,563 ¢+ 0,075

3 1.7 1,76 6 1,657 + 0,080
Onde N ~ nimero de dados
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A diterenca mais nitida manifesta-se entre os trés nrimeiros tipos de IHs, enquanto que a partir
do IH C2 existe um certo grau de sobreposicdo dos valores do Yo. Contudo, pelo teste t de STUDENT
(item 5.3.2.3., capftulo V), as médias dos valores do Yo de cada tipo de IH revelam diferenca
significativa ao niu.i de 95% de confianca. O IH E, foi excluido da andlise por deficiéncig de dados.

Sendo cada componente representado no gel por uma banda corada bem delimitada e tendo
valores de KR e Yo bem definidos, pode-se considerar cada |H como uma espécie molecular distinta.

A caracterizac3o fisica de quatro componentes do HCH (B, C, D e E), mostrou que sdo
indiferencidveis quanto ao tamanho , porém, do tH B ao IH E, manifestam um aumento progressivo da
carga molecular, estimado em 1 a 1,5unidades de valéncia (prétons/molécula) por CHRAMBACH e
cols. 1" e 0,3 a 0,5 unidades de valéncia por YADLEY e cols.”B), entre cada isohormbdnio subsequente.

SKYLER e cols.'®® analisaram oito preparacdoes diferentes de HCH. Os resultados destes
autores praticamente coincidem com os deste trabalho, permitindo que se faga uma comparagdo direta
entre eles. Em cada amostra encontraram de dois até cinco |H, Apesar de haver uma certa continuidade
dos valores de KR e Yo de cada IH, de uma amostra para outra, demonstraram por andlise estatistica
que cada |H pode ser considerado uma espécie molecular distinta, tendo valores de Yo e KR
caracter{sticos. Como j& foi citado anteriormente, esta caracterizagdo levou a uma proposta de
classificacio dos IHs, com o propésito de se uniformizarem os resultados obtidos em diversos
laboratbrios.Pela sua classificagdo, as variacdes apresentadas por Yo para os respectivos |Hs foram:
iH A: 0,95 (apenas uma determinacfo); 1HB: 1,18 a 1,26; IH C1:1,24 a 147; IH C2:1,38 a 1,52;
IHD: 1,47 a 1,78 e IH E: 1,50 a 1,84. Estes resultados sd0 comparaveis aos encontrados neste estudo,
tanto pelo valor numérico como pela sobreposicdo dos valores observados nos iHs de maior mobilidade.
Adicionando-se o fato de que o IH B em geral é descrito como o isohormdnio principal em preparacSes
semelhantes 3s das amostras de 1 a 6‘”'53'64'77'78), comprova-se a validade dos resultados,
justificando plenamente a classificagdo adotada. Acrescenta-se 8 fundamentacdo de sua classificagdo como
hormOnios verdadeiros, a ideritidade do seu comportamento eletroforético com IHs de atividade
biolbgica especffica comprovada”1'19'20'21‘36'64'77'78'. Além disso, em todas as amostras de HCH
IEA a atividade imunolégica especifica ficou comprovada por radioimunoensaio.

Apenas um hormdnio analisado por SKYLER e cols,(64), preparado por método de ultracen-
trifugagdo seletiva'36), apresentou o IH do tipo A, que nas amostras aqui estudadas ndo foi encontra-
do. Por outro lado, na amostra de HCH de .xtragdes antigas (amostra 7), encontrou-se um componen-
te mais rapido que o IH E, denominado de E,. Na realidade, ndo se pode afirmar que este ultimo repre-
sente um isohormonio do HCH, pois sua atividade imunologica e/ou bioldgica especifica teria que ser
comprovada, pars classificd-lo como tal. Contudo, os seus valores de Kz e Yo parecem conformar-se 3
seqiiéncia apresentada pelos valores dos demais isohorménios, justificando assim a sua inclusdo nesta
classificacdo.

Em trabalhos mais antigos, n3o havia a preocupagdo em caracterizar-se a migrag3o eletroforética
(Rm) dos isohormdnios por valores numéricos. Assim, uma comparacdo quanto a composic3o de I|Hs em
preparac3es analisadas por outros autores e as aqui apresentadas, se torna um pouco limitada. De um
modo bem genérico, comparando-se os padrdes eletroforéticos da EGPA de todas as amostras com o0s
mostrados na literatura (sem tomar em conta o Rm), observa-se grande semelhanga entre eles. As mais
diversas preparacdes de HCH mostram em média trds componentes, com espacamento uniforme entre
sif11.22.25, 3.34,52,64,61,64,65,69,77,78) Apenas na publicacdo de SKYLER ¢ cols.‘“), encontrou-se
um estudo comparativo entre preparacdes diferentes de HCH, nos moldes semelhantes aos deste estudo.
Estes autores, em oito amostras de HCH, encontraram de dois a cinco IHs: o IHB (ou IH b), foi
detectado em todas elas, sendo o componente principal em sete das preparacdes. SINGH e cols.(e:’ .
também consideraram como hormdnio “nativo” o componente mais abundante, que pode ser
identificado ao IH B, Um ou dois IHs do grupo C (C,. Cz' cy ou c2). também estavam presentes em
todas as amostras. O IH D (ou IH d) apareceu em seis e o IHE (ou IH e} foi visto em apenas trés das
amostras. De um modo geral, pode-se dizer que estas composi¢des em |Hs assemelham-se 3s das amostras
HCH de 1 a 6; nenhuma delas apresentou padido igual ao encontrado para o HCH [EA, sendo que
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aquela que mu:is se aproxima é uma preparocdo de WILHELMI, purificada em DEAE — celulose, na qual
o IH D foi o predominante.

A preparacio de WILHELMI NIH, de grau imunoguimico,e a amostra de HCH 6 (WILHELMI
NiH), apresentaram padrio eletroforético e composicdo de |Hs bastante semelhantes, "com acentuada
predominancia do IHB; o I1H C1 apareceu em concentracdo pequena em ambas e o IH C2 foi detectado
apenas neste estudo.

O preparo de HCH ROOS KABI estudado por SKYLER e cols. apresentou trés ischormdnios de
menor massa molecular: b, c, e d, com predominancia do IH b.

E interessante notar que nenhum dos cinco lotes de preparacdes de HCH WILHELMI NIH,
estudados por SKYLER e cols. apresentou o mesmo padr3o eletroforético, havendo variag3es quanto ao
nGmero, preponderancia relativa e tamanho molecular dos IHs. Esta inconstancia foi observada também
por outros autores(1 1 '34'35'63'72), ndo sendo restrita apenas a estes aspectos, mas também extensiva as
poténcias biolbgicas somatotréficas e prolactinica ““intrinseca’” do HCH!11.55.71)

As duas amostras de HCH STROUD (HCH2 e HCH 4), essencialmente, ndo mostraram
diferencas quanto a composicdo, assim como todas as amostras do HCH IEA, com exce¢do da amostra
HCH 7.

Como j4 foi visto pela Figura 14 e ao exame da Tabela VIII, logo chama a aten¢do a
distribuicdo dos tipos de |Hs quanto aos métodos de extrag3do, ou seja, os IHs das amostras de outros
laboratérios s3o predominantemente do tipo B, C1 e Cz' enquanto que em todos os HCH IEA (amostras
de 7 a 12), predominam aqueles de maior mobilidade, isto &, C2, D e E. Em cada amostra sempre foram
encontrados tipos consecutivos de IHs, sugerindo uma certa sequéncia uniforme de eventos
determinantes da diferenga entre eles.

Embora esteja bem estabelecido o seu comportamento na EGPA, pouco se sabe sobre as
diferengas qufmicas especificas entre os isohormdnios isdmeros de carga do HCH. A heterogeneidade do
hormdnio tem sido atribuida a4 degradagdo proteolftica, hidrolise, desamidagdo ou ao polimorfismo
genético, Os métodos usados para a comprovagdo de uma destas supostas causas, baseiam-se
principaimente na indugdo da transformagdo de um tipo de |H em outro, na analise da composi¢do
peptidica ou dos aminoécidos dos IHs isolado. e no estudo de extratos de hip6fises frescas.

De um modo geral, os procedimentos fisico-quimicos de extracdo do hormdnio ou o seu
armazenamento, tém sido invocados como agentes desnaturantes capazes de provocar a
heterogeneidade(1 6.21,31,35,61)

RHODE & DC’SRNER(‘"” efetuaram seis grupos de extragdes hipofisirias, variando as solucdes
de extragdo quanto a sua composicdo, pH e for¢ca idnica. Analisando estes extratos por
imunoeletroforese em gel de amido, reconheceram ao todo sete componentes com imunorreatividade
especifica do HCH, cinco dos quais podem ser interpretados como isdbmeros de carga e dois como
isdmeros de massa. Todas as extracdes resultaram em composi¢do qualitativa — e quantitativamente —
diferente dos componentes. Concluiram que esta heterogeneidade j4 é determinada pela primeira
extragdo, podendo alterar-se também conforme a sequéncia dos processos utilizados. Observaram que o
pH alcalino, a forca idnica elevada e a filtragdo dos extratos através de gel de Sephadex G 200, sdo
determinantes na formagdo de componentes de maior mobilidade eletroforética. Infelizmente, a
metodologia diferente empregada no seu reconhecimento, ndo permite que se faca uma correspondéncia
direta destes componentes com os iHs de maior mobilidade encontrados neste estudo. Contudo, como
cinco [Hs isdbmeros de carga sdo conhecidos, por analogia podese supor que os referidos |Hs mais
rdpidos equivalem aos [HsD e E.

LEWIS, CHEEVER e seus colaboradores, esto entre 0s autores que mais exploraram as

possiveis causas da heterogeneidade do HCH 333935 Ghevando a. condicdes experimentais que
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provocavam a conversio irreversivel de IHs de menor mobilidade em componentes mais rapidos,
concluiram que dois tipos de reagdes de conversdo podiam ocorrer, A primeira (Ielas”j'“), manifesta-se
pela incubagdo do HCH em meio alcalino, formando, a partir cdo tH B, componentes mais negativos, de
espagamento irregular entre si na EGPA. Estas trunsformacdes sio evitadas por inibidores enzimaticos,
como o di-isopropil-fluorofosfato (DFP). A anahise de aminoacidos de cada componente, revelou
diferencas nos aminoacidos terminais { NH,). Concluiram que este tipc de conversio dos IHs era
mediado por enzimas proteoliticas contaminantes, onqmunas do tecido glandular, cuja presenca em
extratos hipotisarios parece ser variavel. RHODE & DOR‘\-ER(SH concordam com esta hip6tese,
aventando que a heterogeneidade seja induzida logo apds a morte, durante o armazenamento ou pela
homogeneizacdo das hipofises, favorecendo-se a atuacdo enzimética pela exposicdo do extrato a bases
fortes. PECKHAM(SZ), extraindo o HCH pelo método de ROOS, modificado pela adicao do inibidor
enziméatico DFP na fase de purificacdo cromatogrifica, obteve um produto menos heterogéneo; MILLS e
cols. 144 empregando a mesma substancia durante a purificagdo do hormobnio em DEAE-celulose,
observaram um aumento no rendimento do HCH, que na EGPA se apresentava essencialmente
homogéneo. Estas duas Glitimas observagOes, embora ndo sejam muito claras em relagdo & modificacdo do
padrdo eletroforético, conseguida pela presenca do DFP, contribuem a hipbtese de que a heterogeneidade
pode ser consequéncia, pelo menos em parte, da proteblise do hormonio durante a fase de purificagdo
cromatografica.

’

Os trabalhos mais decisivos para estabelecer a protedlise como causadora da transformacdo do
HC, foram realizados por dois grupos de pesquisadores: o de CHRAMBACH YADLEY, RODBARD &
BEN- DAVID“1 77.78) ¢ o de SINGH, ao qual pertence LEWIS (63) . O primeiro grupo de autores estava
interessado em descobrir a génese da heterogeneidade eletroforética apresentada pelo HC e,
especificamente, se era possivel conseguir-se a conversio do {H B em {Hs de maior mobiiidade. Este
interesse ligava-se a diferencas da atividade biolégica dos produtos, que serd discutida posteriormente.
Partiram do conhecimento de que a hidrélise do HCH por tripsina e do HC bovino por plasmina,
resultavam em preparacOes com predominancia dos componentes de mobilidade eletroforética
aumentada, mantendo a atividade bioldgica. O padrdo eletroforético destes hormédnios digeridos era
muito semelhante ao apresentado por uma amostra de HCH na qual predominavam os IHD e IHE (a
mesma estudada por SKYLER e cols.'6 , preparagao WILHELMI-NIH semelhante as amostras HCH
IEA, anteriormente citada). Uma preparacdo rica em IHB ou entio o IH B isolado, incubados na
presenca de plasmina, resultou na transformacgdo gradativa do IH B nos componentes D e E, sem que se
detectassem alteragcBes da massa molecular”” . Estudos comparativos entre as atividades bioldgicas dos
{Hs €, obtidos “naturaimente’” pela extracdo hipofisaria ou gerados pela digestdo plasminica, mostraram
que ambos sdo comparéveis”m. A diferenga de carga encontrada entre os IHs foi atribufda a hidrolise
proteol(tica(”'”).

O grupo de SINGH e cols. 63) também modificou o |H B pela digestdo plasminica, obtendo trés
componentes mais negativos, denominados a' g Oy @ B, que na EGPA apresentaram migra¢do relativa
bastante semelhante aos leC D e E, respectavamente, encontrados nas preparacdes de HCH IEA.
Como os autores do grupo anterlormente citado, estes também ndo detectaram diferenca entre o
comportamento eletroforético dos IHs de migragdo mais répida obtidos por extracdo hipofisaria e os
produtos gerados pela digestdo enzimédtica. O mapeamento peptidico de ay {{H Cz)' indicou a falta de
um fragmento de seis aminoicidos da alca maior do hormdnio {135-140): a anélise de a, (1K D),
mostrou a auséncia de um fragmento maior, de 12 aminoicidos (135-14€). No componente § {IH E),
além das alteracdes notadas em @, € a,;, presumese que OCOfreram uma série de clivagens da cadeia
entre os residuos 147 a 158. Os componentes ay e a, podem esquematicamente ser representados como
na Figura 34,

A ponte dissulfeto mantém unidos os dois fragmentos formados — F e F — sem que 3 forma
globular da molécula se altere. Esta seria uma explicacdo por que ndo se detectam diferencas de massa
mofecufar entre os diversos |Hs pelos métodos de EGPA. Comprovando esta hipbtese de clivagem, os
autores conseguiram demonstrar a presenca de dois novos componentes, de aproximadamente 16 000 e
9000d apbs a redugio dos componentes a, e 0, pelo mercapto-etanol. A soma da massa molecular
destes dois fragmentos corresponde aproximadamente 3 do HCH intacto.
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Figura 34 —~ HCH clivado pela plasmina, sequndo SINGH e cols. . O componente a; perde o frag-
mento 135-140 e o componente @3 perde o fragmento 135-146. A linha pontilhada in-

dica a dissociacio em fragmentos F, e F2, provocada pelo mercapto-etanol.

O sequndo tipo de reacdo de conversio descrito pos LEWIS e cols., ocorreu em todas as
amostras por eles anaiisadas(34'35) e predomina quando o pH do meio ¢ fortemente alcalino. Este tipo
de conversio da-se na presenca de inibidores de enzimas proteoliticas e & acompanhado por liberagdo de
NH3, sem que acontecars modificagoes nos amino4cidos terminais dos componentes. Cada componente
de migragdo mais rapida seria formado pela perda de um mol de NHj;. O estudo cinético desta
desamidacdo em preparacdo diversas de HC bovino, mostrou que sua velocidade depende do método de
obtencdo do hormdnio. Como esta desamidacdo ndo-enzimdtica é acelerada por uma série de fatores
externos, COmo contato com solventes organicos, aumentos de temperatura, de pH ou forca ibnica(ss),
didlise e Iinfihzacé’o(a”, supbe-se que nestas condicoes 0 hormonio poderia ser modificado
suficientemente, como por exemplo, sofrer desdobramento, expondo os radicais passiveis de perderem
um grupo am(dico (glutamina e asparagina).

SAXENA & HENNEMANN(E! j& haviam atribufdo a heterogeneidade 3 diferenca entre o
naumero total de residuos de nitrogénio amfdico apresentada por tés componentes isolados de uma
preparagdo de HCH.

J& CHRAMBACH e cols.!!! ’, obtendo os IHs isolados e purificados por sistema de eix. -orese
preparativa, constataram que a didlise, a liofilizagdo, 0 armazenamento no estado liofilizado e a filtragdo
em gel, ndo afetam a migracdo relativa (Rm) dos IHsB C, D e E na EGPA. N3o observaram também a
interconversdo destes IHs apOs o seu armazenamento em solugdes neutras congeladas.

A desamidacdo de outras proteinas, como citocromo ¢, mioglobina e IactOperoxidase‘ss’ e do
ACTH(“, comprovada quimicamente, tem como consequéncia a formacdo da bandas eletroforéticas de
maior mobilidade. Por analogia, acredita-se que o mesmo mecanismo explique a heterogeneidade da
prolactina, muito semelhante 3 do HCH'3%).

Como a protedlise do HCH, induzida pela plasmina, ndo é acompanhada pela liberacdo de NH-,
supde-se que os IHs assim formados sdo diferentes do HCH desamidado descrito por LEWIS. Tal fato
ndo nega a existéncia desta Gltima forma em condicdes experimentais diferentes, nem a possibilidade de
que em alguns sistemas os dois tipos — desamidado e hidrolisado — possam coexistir N,
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Resumindo, pode-se encontrar basicamente, dois tipos de preparagdes de HCH(SM:

a) aquelas em que predomina o IHB e nas quais a presenga de substancias redutoras ndo
altera o seu aspecto eletroforético — formas desamidadas;

b} aguelas em que predominam os IHs de maior carga negativa e que pela reducdo se
desdobram em dois componentes menores, de aproximadamente 12 000 e 16 000 d {ou
9000 e 16 000 d(Ga)) — formas enzimaticamente degradadas, que aparentam atividade
biolbgica aumentada.

Por outro lado, existem referéncias sobre a inativagio do HCH, atribufda a possivel
contaminacdo do extrato por proteinases hipofisdrias. O seu efeito é observado no horménio mantido em
solugcdo a 4°C, em pH de 7,0 a 8,5, podendo ser evitado pela acidificagcdo das solucaes(sm ou pelo
armazenamento dos extratos sob a forma liofilizada, a ‘20°C(9). N3o havendo referéncias sobre a
caracterizacdo quimica destas formas degradadas, pode-se supor que estas resultaram de um mecanismo
de acdo diferente daquele descrito, no qual a atividade biolbégica é aumentada pela digestdo
plasmfnica(sa'”).

A terceira explicacdo possfvel para a heterogeneidade — o polimorfismo genético — foi
investigada por vdrios pesquisadores pela anélise eletroforética de extratos de hip6fises frescas individuais.
Estas extracdes em geral foram efetuadas por simples homogeneizacdo das glandulas, seguida de
centrifugacio em ambiente frio'®7) ou empregando solugGes de molaridade e pH préximos aos
fisiologicos, assim evitando possiveis efeitos sobre a estrutura quimica do horménio. Em .odos os casos,
os componentes das diversas hipofises eram semelhantes entre si, excluindo a hipdtese de um
polimorfismo geneticamente determinado!19-21-31.57),

Diante de todas estas observagdes, procurou-se encontrar alguma razdo que explicasse a
predominancia constante de |Hs de maior mobilidade nas preparagoes de HCH IEA.

A hip6tese de que a diferenga dos HCH IEA seria um produto de artefato de técnica gerado
pela EGPA, pode ser exclufda logo de inicio, pois todas as amostras deste grupo foram analisadas ao
mesmo tempo, estando portanto sujeitas as mesmas condicOes de anélise,

Com os conhecimentos atuais, duas ¢ .usas podem ser postas em discussdo:

1) A desamidacdo do hormodnio, favorecida pelos porcessos fisico-quimicos utilizados
durante a extragdo, que modificam a estrutura molecular do horménio;

2) A degradagdo proteoiftica, favorecida por condigBes que facilitam a atuag3do enzimética,
notadamente o tempo e condigBes (pH e temperatura) de estocagern, tanto das hip6fises
como dos produtos da extracdo, durante e apds a sua obtencdo e evidentemente pela
presenca de enzimas contaminantes.

Os procedimentos mais importantes de cada método de extragdo que poderiam fornecer alguma
indicagdo sobre a formagdo da heterogeneidade, est3o arrolados na Tabela XV.

Esta Tabela indica que a amostra 5, de HCH ROOS, preparada comerciaimente pelo Laboratério
KABI, & o ponto de referéncia para o esclarecimento dos vérios aspectos metodoldgicos postos em foco.
Isto porque neste preparado, encontraram-se, predominantemente, os mesmos IHs — B, C1 e C2 — que
nas preparacdes obtidas por métodos bastante diversos (amostras 1 a 4 e 6), ao passo que 0 mesmo
método bésico, empregado no IEA, em gquatro lotes diferentes de extragdo, mostrou a predominancia
dos isohormdnios de maior carga negativa — C,.DeE.

Comparando-se os procedimentos usados nas amostras com a mesma composigdo de IHs
farnostras 1 a B) verifica-se que a conservacdo das hipdfises em acetona ou congeladas, a exposcio ou



Tabela XV

Comparagio entre os Procedimentos mais importantes dos Métodos de Extragdo de HCH das Amostras do Grupo !

Precipitag8o Purificago
METODO Amostras de HCH Armazenamento VariagGes de pH Diélises LiofilizagGes
Proteica Cromatogriéfica
RABEN 1 A 48— 120 Etanol ndo 0 1 1
STROUD 2e¢4 A 48— 100 Etanol Sephadex G 100 |
NH{HCO,; 0,1M 0 2 |
MILLS FC, 3 A 35- 120  SA. ndo |
WILHELMI 6 A 1.5- 90 pH90eS.A, DEAE — celulose 6 5
. ROOS KABI 5 c 62- 10 S.A, Sephadex G 100
; Glicina 0,5M 1 2
| ROOSIEA 712 C 62— 1.0 S.A. Sephadex G 100
| Fosfato 0,1M
+ NaC! C,5M 2 20u3 |

e e e

A = hipéfises acetonizadas; C = hipdfises congeladas; S.A. = sulfato de amdnio.

Todas as etapas de extragdo sdo realizadas em temperaturas em torno de 4°C, com exce¢do do método de RABEN, no qual hd uma exposicdo

inicial do material biolégico a 70°C.

cL
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ndo a niveis extremos de pH, a precipitagio por etanol ou sulfato de amodnio, a purificacdo
cromatogrifica, ou o nimero de didlises e liofilizagdes, ndo podem ser responsabilizados pela
predominancia de um ou outro tipo de IH no produto final. P:lo que foi anteriormente exposto, pode-se
supor que todos estes processos contribuiram principalmente para a heterogenei,dade devida a
desamidagdo n3o-enzimética, podendo ter um ou outro componente produzido por degradacdo
proteolitica {como na amostra 5, por exemplo).

Procurou-se entdo encontrar a explicacdo nas diferencas entre 0 método de ROOS empregado
pelo KABI e aquele pelo IEA. A lnica diferenca encontrada, foi na etapa de purificacdo cromatogréfica
em Sephadex G 100; o laboratério KABI introduziu um tampio de eluicdio cromatografica com
constituintes diferentes, de menor forca idnica e pH maior que o originalmente descrito por ROOS,
mantido no |EA; respectivamente s3o: tampao glicina-fosfato 0,5 M, pH 7,2 e tampdo fosfato de potéssio
0,1M, pH6,6 com NaCl0,6M. A diferenca mais importante entre estes dois tampdes é dada pela
presenca de quantidade grande de sal no tampdo usado por ROOQOS, resultando em solucdo de forga
idnica relativamente alta em com;.)aracé‘o ao usado pelo KABI, respectivamente 0,676 e 0,265. De acordo
com os dados da literatura (67.63) osta diferenca poderia ser considerada, se nao responsdvel, pelo menos
contribuinte para alguma alteragdo quimica do HCH, transformando-o em moléculas de maior
mobilidade eletroforética, conservando a sua massa molecular aparente.

Contudo, a predominancia dos IHs C D e E, é mais indicativa de uma degradacao proteolitica
do horménio'83- 84) . Tomando isto como hapétese a ocorréncia de uma protedlise enzimatica seria
possivel tanto no tecndo glandular, antes da extragdo, assim como durante o periodo de preparacdo. A
possibilidade de que o horménio tenha sofrido degradacdo antes ou durante a autbopsia, quando as
glandulas permaneceram fora das condigdes ‘‘ideais” de conservagcdo, ndo ¢é aceitivel, j4 que as
preparacOes feitas na FMUSP (amostras HCH 2 e HCH 3) provém de hipofises da mesma origem que as
do HCH IEA. Além disso, é de se supor que todas as glandulas usadas em outros laboratbrios estejam
sujeitas a0 mesmo tipo de condicdes durante a coleta. Mesmo o tempo de estocagem das glandulas
congeladas nos laboratérios do IEA, varidvel de alguns meses até dois anos, ndo difere do de outros
laboratbrios.

Outra condi¢do que favorece a atuacdo enziméitica, & a manutencdo do hormonio em solucdes
levemente alcalinas (pH 7,5)(33’; a transformagdo dos IHs nestas solucles procede lentamente 2
temperatura de 4°C. Pelo método de extragdo de ROOS, contudo, o hormdnio nunca fica exposto a
solugdes alcalinas. O tempo em que o horméd.iio fica em solugdo, a 4°C, antes da primeira liofilizag3o,
ndo ultrapassa 7 dias; 0 mesmo tempo é levado a partir da extragdo do p6 liofilizado até o final da
purificagdo cromatogrifica. Se a proteblise realmente ocorre, ela s6 poderia efetuar-se durante algumas
destas fases de extragcdo, pois o produto recém-elufdo da coluna cromatogrifica j4 apresenta o padrio
eletroforético encontrado em todas as amostras de HCH IEA do grupo | — como pode ser visto pelos
resultados dos grupos 1! a 1V — mantendo-se estdvel em solu¢cdo aquosa mesmo apds 50 dias. Nos outros
métodos os extratos ficam em solugdo por periodos de tempo semelhantes, incluindo em geral etapas nas
quais o horménio permanece em solucSes alcalinas, sem contudo manifestar o mesmo tipo de
composicdo de isohormdnios que do HCH IEA.

SINGH e cols.!63 ’, atribuiram 3 filtragdo de extrato em gel de Sephadex, em tamp3o de eluigdo
alcalino e de forga idnica baixa, a formagfo de hormdnio enzimaticamente degradado, j4 que a adic3o de
DFP nesta fase, preveniu a formacio da mesma heterogeneidade, Por outro lado, o tampdo usado pelo
KABI é também levemente alcalino e esta heterogeneidade ndo se manifesta.

Resta ainda a possibilidade de que o método de ROOS facilite mais a extraclo das préprias
en.imas proteolfiticas hipofisdrias e/ou mantenha melhor sua forma ativa, permitindo que exercam sua
fungdo nas condicBes de extracdo empregadas. Contudo, as amostras HCH ROOS do KABI, das quais se

conhece a composicdo — a de SKYLER e cols.'®%) ¢ a aostra HCHS — parecem desmentir asta
hipbtese.

Jé que as conversdes seguem uma ordem certa do IH B ao |H E e sBo irreversfveis, conclui-se
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que o tempo de armazenamento do produto final liofilizado, dentro de certos limites, ndo influi sobre a
composicio de IHs das amostras aqui apresentadas. Todas as preparacOes de outras fontes,
encontravam-se por aproximadamente um ano nos laboratérios do IEA, desconhecendo-se o perfodo de
estocagem anterior, no laboratério de origem. Esta estabilidade na composigio dos IHs f0| relatada por
SKYLER e cols.® ), que verificaram a conserva(;ao do padrdo eletroforético de uma amostra por um
periodo de cinco anos e por CHRAMBACH e cols."!

O que se observa na amostra HCH 7, guc :esultou de uma repuritficagdo de hormonio estocado
liofitizado durante um longo periodo de tempo (2-3 anos), poderia ser a indicacdo de degradacdo
proteolitica do hormdnio. Sem duvida, este hormonio sofreu alguma alteracao maior, perceptivel ji pelo
seu aspecto eletroforético grosseiro, bastante diverso do padrdo eletroforético habitual do HCH
(Figura 14) e comparavel ao do hormdnio degradado apds icubacdo a 37°C em pH fortemente
alcalino(33). Nesta amostra, encontrou-se predominantemente o IH E e também o IH E,, que sio os
tipos de isdbmeros de maior carga negativa. A uniformidade dos HCH {EA de outros lotes parece ser
constante, porém, na falta de uma anélise anterior deste hormonio, quando era recém-preparado, pode-se
apenas especulativamente supor que stu padrdo eletroforético era semelhante aos outros e que o fator
tempo tenha favorecido esta alteragdo dos seus [Hs. Aqui pode-se adiantar que o mesmo lote de
horménio, estudado no grupo I, antes que o produto passasse pelas fases finais de didlise, ampolizagdo
em condigbes estéreis e liofilizacdo — como ocorreu com a amostra HCH 7 — apresentou unicamente o
IH E. Talvez estes procedimentos tenham contribuido para mais uma transformacdo deste componente,
Se o IH E realmente sofre as clivagens maltiplas, como foi proposto por SINGH e cols.‘63), ele poderia
ser menos estével quando agredido por tais procedimentos. Esta observacdo se baseia no fato de ndo ter
sido detectada uma transformacdo maior dos |Hs C D e E nos lotes de HCH {EA 270777 {amostras 9 e
10 e grupo it} ¢ HCH IEA 031177 (amostras 11 e 12 e grupo IV}, manipulados do mesmo modo, De
qualquer forma, este hormonio ainda pdde ser reconhecido pelos anticorpos especificos do sistema de
radioimunoensaio, onde sua atividade correspondeu a 1,17 Ul/mg,

Resumindo, colocando-se em foco apenas os dados encontrados na literatura, no método de
ROOS ndo se reconheceram condicdes que pudessem indicar um favorecimento da protedlise do
hormdnio, a ndo ser a cromatografia, especialmente com solugdo de forga iOnica alta, poderia ser
implicada na inducdo do tipo de heterogeneidade observada no HCH IEA. De qualquer modo, estas
indicagbes ndo podem ser definitivas, Como todos os componentes formados pela desamidagdo podem
ter migragdo eletroforética relativa semelhante & de produtos ua degradagao proteolitica(a“, uma prova
de que um ou outro mecanismo (ou ambos) estd atuando, s6 pode ser alcancada depois de uma andlise
das preparagOes nc presenca de redutores.

Esta parte de discussdo ndo poderia ser encerrada sem que se abordasse alguns aspectos das
implicagOes fisiolbgicas aventadas para a heterogeneidade do HCH.

YADLEY e cols.”s’ e SINGH e cols.‘sa), avaliaram em animais de laborat6rio as poténcias
biolbgicas prolactinica e somatotr6fica dos isohormonios isolados e varificaram que, do fHB ao IH E,
existe um aumento gradativo de ambas. Em outras palavras, existe uma relagdo direta entre estas
atividades biol6gicas e a mobilidade eletroforética dos IHs. A atividade prolactinica do IH E aumentou
aproximadamente trés vézes em relacdo ao IH B. A potencializacdo da atividade somatotrdfica do IH E
foi mais significativa ainda, chegando a ser de oito a onze vezes maior que a do IH B'78) SINGH e
cols.(ea), mostraram que para o seu componente a, (IH D) h& uma potencializacdo prolactinica maior
que a somatotrbfica, tendo ambas fatores de aumento préximos a sete e trds, respectivamente. O
componente § (IH E) por outro lado, apresentou aumentos menos significativos das atividades avaliadas.
€ de interesse assinalar que esta potencializagdo é observada tanto nos IHs "‘naturais’’, i.6., obtidos em
extratos hipofisdrios, como naqueles gerados pela digestdo plasminica,

Uma série de questSes foram levantadas com esta cescoberta, a maioria delas, porém, ainda sem
resposta definitiva. Em primeiro lu?ar estes resultados indicariam que a forma mais ativa do HCH ndo
parece ser o0 hormodnio mtacto , sendo provavel que ele necessite de uma ativagdo, possivelmente
através de uma proteblise limitada, para que exerca seu efeito biolbgico completo. Isto implicaria na
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possibilidade de que a mulécula de HCH seja armazenada na hipdfise e liherada na circulagdo sob a
forma de um precursor ou pro-hormdniu, analogamente a outros hormonios conhecvdos“”
Especialmente as duvidas relacionadas & fungdo fisiologica destes compostos no homem permanecem sem
esclarecimento. Ndo had nenhuma indicagdo, por exemplo, de que as atividades aumentadas em animais
de laboratorio, também tenham maior poténcia no homem, Também continua sendo uma incognita a
implicacdo tisiolégica que existina para a atividade prolactinica intrinseca do HCH. Aqui cahe ressaltar
que estes hormonios de alta atividade prolactinica ndo se identificam a prolactina humana, nem na
EGPA, onde este Uitimo hormdnio migra até uma posicdo semelhante a do IH A, atras do componente
principat do HCH'“'G:” e nem Na reagio com anticorpos especificos contra a prolactina(sa’

Outro fator de importancia é que todos os |Hs sdo relatados como tendo a mesma capacidade
de reagir com anticorpos especificos contra o HCH (63.78) , OU seja, considera-se que tenham os mesmos
determinantes antigénicos. Isto significaria que a medida da ununorreatividade de uma preparagdo de HCH
ndo da indicacdo sobre a poténcia bioldgica ou composicdo em isohormonios. Contudo, esta observacdo
sO seria valida se houvesse a certeza de que o horménio usado como antigeno na produgdo dos
anticorpos, tenha sido uma preparacdo altamente purificada, contendo estritamente um dos
isohormonios.

Estas descobertas sem divida criaram novas perspectivas para a melhor utilizagdo de preparacOes
de HCH. Se ficar provado que a atividade somatotrofica do HCH no homem pode ser potencializada pela
sua transformacdo em isohorménios mais ativos, a sua obtencdo neste estado poderia resultar em maior
aproveitamento do material biologico, cuja obtencdo atualmente é um problema em todo o mundo, Por
outro lado, ndo se pode esquecer que praticamente nada se sabe sobre a natureza das formas ativas
circulantes do HCH e nem sobre as eventuais transformagOes que o hormodnio possa sofrer ao ser
injetado em pacientes.

2.2 — Avaliagdo do R e da Massa Molecular dos Isoharménios

Ao se testar a homogeneidade ou identidade de uma ou mais preparacdes, o melhor pardmetro a
ser comparado é o KR, em vez do R ou da MM, dele derivados(sg). KR representa o resultado
experimental que menos sofre a influéncia de transformagGes mateméticas ou pressuposicOes tebricas, As
estimativas do R e da MM estdo sujeitas 3 variacao dada pelo erro experimental, introduzido pela sua
deducdo através da curva-padrdo. A avaliagcdo comparativa portanto serd baseada o méaximo possivel no
parametro KR.

Como j& foi citado, todos os IHs de uma mesma amostra de HCH apresentaram MMs
semelhantes, indicado pelo paralelismo das retas de FERGUSON, ou ainda, pela semelhanca entre os
coeficientes de retardamento Kg- Este fato confirma-se ainda pelo exame da figura 27, onde as massas
moleculares dos IHs estdo indicadas pelos intervalos de confianca desta estimativa: na maioria das
amostras, hd uma sobreposi¢3o destes valores.

A diferenga entre 0 maior e o menor valor de KR dos IHs de uma amostra (Tabela V), no
ultrapassou o valor de 0,48 unidades (amostra 8), segdo a média destas diferencas de 0,16 unidades.

Pode-se afirmar entdo, que os resultados de KR, R e MM dos IHs de uma mesma amostra nio
apresentaram varia¢3o importante (Tabela VI).

Como a composicdo de IHs nas amostras é variada, ndo surpreende que as classes de iHs, de B
até E, também ndo se diferenciem pefo R e pela MM. Os valores médios calculados para o K dos IHs
agrupados conforme a classe (Tabela VI), claramente mostram esta igualdade; IH B:4 07 £ 0,16;
IHC,:4,0310,12; |HC :40810,15; IHD:4,06+ 0,16 ¢ INE: 4,02 £ 0,16, Estes resultados tiveram
ampla confirmagdo na bfbhografla consu!tada“’ 63. 6" Apenas SKYLER e c015./65) descreveram uma
sutil, porém progressiva diminuicdo de Kn do IHB ao IHE, em uma preparagio hormonal. Esta
diminuicdo foi interpretada como indicativa de uma hidrblise parcial progressiva, consolidada pela mesma
observagio em hormdnio digerido pefa plasmina. Realmente esta diminuicdo do Kp pdde ser notada em
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§ das 12 amostras (HCH 1, 3, 4, 5, 12), porém, tendo em mente o erro experimental do método, esta
variacdo pode ser considerada como fortuita.

Tomando-se as amostras como um todo, o KR dos IHs variou em torno de 4, apresentando o
valor mfnimo de 3,78 (IH D da amostra HCH 8) e maximo de 4,33 (IH C2 da mesma amostra), com a
ressalva de que este Gltimo valor, relativamente alto, possa ter sofrido a influéncia de erro experimental.
Tais valores equivalem a variacOes do R de 1,81 a 1,97 nm e da MM de 20 300 a 26 000 d. As médias
para todos os resultados toram: K = 405+0,15. R=189+ 0,04 nm e MM =23000* 1500d. Estes
resultados comparam-se aos determinados em condi¢es experimentais scinelhante: referidos na
literatura. CHEEVER & LEWIS'1?) ohtiveram um valor de 4,4 para o K da forma munomérica do
HCH, correspondendo a 23 000 d de MM. Os valores médios obtidos por CHRAMBACH e con;.“ 1 para
os quatro isohormdnios de trés preparacGes de HCH, foram: Kg =431+0,38; R=200+0,13nm e
MM =27000%5000d. Pela avaliagdo do Kg, SKYLER e cols.'®4) descreveram dois tipos de
preparacées de HCH. Ao primeiro tipo pertencem cinco das suas amostras, com variagdo do KR entre
3,93 e 4,40 (valor médio — 4,1), correspondendo a estimativas do R e da MM de 1,94 a 2,14 nm e de
24 900 a 33 500 d, respectivamente. No segundo tipo, descrito em trés amostras (inciuindo uma de HCH
ROOS do KABI semelhante 3 amostra HCH 5), o KR variou entre 3,23 e 3,88 (valor médio — 3,7},
eguivalento a estimativas do R e da MM indo respectivamente de 1,24 a 1,92 nm e de 16200 a
23400d. Os _v_alores do Ky aqui obtidos, enguadraram-se apenas no primeiro tipo de SKYLER. Os
resultados de R e MM sdo proximos, porém maiores no estudo de SKYLER, certamente por influéncia
das diferengas entre as curvas-padrdo usadas para estas estimativas.

Diversos outros métodos tém sido aplicados 3 determinacao da MM do HCH. Citam-se os mais
relevantes, seguidos dos resultados: equilfbrio de sedimentagcio — 21 500‘39'65), 22 00015) ¢
24 000(25); cromatografia em gel de Sephadex — 20 700, 24 900(59), 22 000'5:22) ¢ pressdc osmética
- 22100'63), Apesar do emprego de preparagOes diferentes do horménio, estes resultados foram
considerados como condizentes com os valores esperados.

Levando-se em conta que cada metodologia apresenta um certo grau de variag3o experimental,
pode-se afirmar que os resuitados obtidos neste estudo por meio da EGPA, coincidem com os de outros
métodos, estando de acordo também com o valor calculado com base na sequéncia de aminoacidos, gue
¢ de 22 100 469,

Os IHs de menor MM foram os das amostras 2 (HCH STROUD), 6 (HCH WILHELMI NIH) e
8 (HCH IEA 310177), cada uma obtida por 1 .étodo de extracdo diferente; os de maior MM foram os das
amostras 11 e 12 (HCH IEA 031177). As demais preparacOes exibiram 1Hs com MMs intermediirias
entre estes dois extremos, havendo consideravel sobreposicdao dos resultados. Na amostra 7, de HCH de
extrac3es mais antigas, apesar das alteracdes observadas no aspecto eletroforético, os IHs apresentaram
MM comparével aos IHs das outras amostras, mais recentes.

O aumento do KH médio, observado nas amostras de HCH IEA pertencentes a quatro lotes
diferentes de preparacdo, é gradativo das amostras 7 e 8 para a 12, englobando os valores minimo e
maximo encontrados neste estudo. Estes resultados mostraram que uma mesma metodologia, repetida
por um mesmo laborat6rio, pode resultar em pequenas variagdes de MM dos IHs de um lote de extragdo
para outro. Assim sendo, neste estudo ndo cabe uma eventual correlacio entre os resultados relativos 3
MM e o processo de extragdo, Pode-se dizer, contudo, que nas preparacdes estudadas, o método de
armazenamento das hipbfises, os niveis de pH diferentes aos gquais o hormdnio exposto durante a
extracdo, a purificagdo cromatografica, a didlise ou o nimero de liofilizagdes, ndo contribuiram para que
a MM do produto fosse sensivelmente alterada.

Baseando-se nas observacdes de que algumas preparac3es apresentaram [Hs de menor MM,
SKYLER e cols.!64.65) sdo de opinido de que o processo de extragdo pode ser responsabilizado por isto,
atuando de algum modo sobre a conformagcdo molecular. Ao mesmo tempo, os préprios autores nio
excluem a possibilidade da ocorréncia de variagdes experimentais no médtodo de EGPA,
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Pelos resultados obtidos neste estudo e pelos dados da literatura, pode-se concordar com esta
hipbtese, quando se aceita a possibilidade dos processos f(sico-quimicos provocarem alteractes de
conformacio molecular, atuando de alguma maneira, sobre a qual ainda ndo se tem controle.

2.3 — Componentes Secundérios

Todas as amostras apresentaram componentes secundarios, que variaram quanto ao numero e ao
tipo, de acordo com o método de extracdo da preparacdo (Tabelas VII e VIII). Assim, os
componeliws G, |, J e M foram identificados apenas nas amostras de HCH IEA, enguanto que os
componentes K, N e P s6 se manifestaram nas amostras de outros laboratorios. J&4 os componentes F,,
F e F3 estavam presentes em algumas das amostras de outras origens como em algumas de HCH IEA.
Como era esperado, tod2s os componentes secundédrios apareceram em quantidades fnfimas em relacdo
ao hormdnio de crescimento, manifestando-se nos géis apenas como bandas palidas ou mal definidas,
situadas em sua maioria antes do HC (Figura 14).

Diante da incerteza criada pela dificuldade das medidas de Rm e dado o desconhecimento do
tipo de cont?minantes, grande parte dos componentes secundarios ndo puderam ser identificados com
proteiinss conhecidas, impossibilitando também uma comparagdo entre as amostras. Desta forma, eles
serdo caracterizados apenas pela sua MM. Muitas vezes, certa proteina poderia estar presente numa
amostra, porém, se ela n3o se manifesta em pelo menos trés concentragdes de gel, sua identificagdo é
impraticavel. Contudo, alguns resultados sugerem a presenca de compostos descritos na literatura.

De um modo gera!, podemos verificar que 0s componentes secundarios caem em quatro grupos
de grandeza de MM. O principal deles corrpreende os componentes |, J, K dos quais pelo menos um ¢
encontrado em praticamente todas as amostras. Embora uma grande variabilidade <eja notada, o valor do
KR foi ligeiramente maior que o do HCH, resultando em MMs em torno de 27 000 a 30 000 d. Pelas
Figuras 22, 23, 25 e 26, representando amostras de HCH |EA, vé-se que as retas de FERGUSON destes
cofrporentes ocupam uma posi¢do muito seme’nante ao IH B.

A semelhanca entre os valores do Kn dos componentes K, | e J permite que estes sejam
interpretados como isdmeros de ~arga, & semelhanga do que se observa para os isohormonios. Pode-se
SUpor, nue Os Mesmos me~anism~. cue transformaram os |Hs das amostras HCH IEA em compostos de
r.arga negativa aumentada, tenham atuado do mesmo mcdo sobre estes componentes, Esta hipdtese é
refo,gada welo conliecimento de gue a prol ctina pode sairer os mesmos tipos de reacdo de conversio
que os isohormbnios‘u'ss’, assim como ouiras protainas conhecidas sdo passiveis de sofrerem uma
desamidacé‘o“' 5

Em dez das doze amostras encontraram-se componentes com aproximadamente o dobro da MM
do HCH monomérico, variando entie 41 800 e 53 400 4, iNi:s amnztras 1, 2, 3, 4, b e 8, foi denominado
de N. Nas amostras 9 e 10, a banda M reprisenta um compostc que tem massa perto de 42 000d. Os
sompostos M e N diferenciam-so pelos valc..s de log Rm, fato que poderia ser atribufdo também a
modificacGes da carga molecular do coirnonenic 4, como foi discutido no paiégrafo anterior. Esta
hipbtese pode s.r aceita quando se verifica qu. -, valores de Ko dos compostos M e N sdo semelhantes.
Paia N, as variacdes de Kg forem 5,67 a 6,62; Yo vaiiou bastante, de 1,29 a 1,70. Por outro Iado M
apresentou i valor de Kn de 3,70 com o de i,52 e 1,55. Valor:s do K em torno de 7 °’
62‘JB 530 relatados para as formas diméricas de HCH. 1! + fato que corrohora a hipltese de que estas
formas sejam os dimeros do HCH, & que as respectivas retas convergem para a banda principal do HCH,
interceprando-a em pontos correspondentes a 2,61 3 6,14% (N) e 1,22 ¢ 1 84 % (M) de concentracdo de
acrilamida, o que est4 de acorao com a descri 50 de HEDRICK & SMITH (78) para os isdmeros de massa
e com os res’ [tados de CHF.EVER & LEwiS! s que encontraram um ponto de convergdncia em torno
de 8% de acrilamida.

Em quatro amostras - 2, 3, 6 ¢ & - detectou-se o componente P, com aproximadamente trés
vezes 2 valor da MM do HCH monomérico. Seu K,.1 variou antre 6,63 e 7,78; Yo entre 1,35e 198 ¢ a



18

MM de 54900 a 72 300 d. CHEEVER & LEWIS, para u seu componente de 69 000 d, considerado o
trfmero do HCH, obtiveram valor do K, maior, em torno de 9, cuja reta de FERGUSON intercepta a
do IH principal em torno de 6% de acrilamida. As retas de P interceptam as dos IHs principais a um
nive! de 1,83 a 6,2% de acrilamida. O componente P da amostra 1, identifica-se como tal pelos valores
de log Rm nos géis de 10 e 12% de acrilamida. O valor de seu parametro K, e conseq'uentemente o da
MM, devemn estar subestimados por erro na medida de Rm no gel de 14% em acrilamida,

Formas de HCH com massas maiores que a forma monomérica, tém sido encontradas tanto no
plasma humano‘e', perfazendo de 14 a 39%!76.79) 4o HCH imunorreativo, como nos extratos
hipofisarios. LEWIS e cols,‘Jm, por exemplo, relatam que todas as preparagoes de HCH contém cerca de
15% da forma dimérica do horménio. Como ndo tém a sua estrutura quimica definida, estes compostos
na literatura de lingua inalesa por vezes sao genericamente denominados de horménios “big” ou
“*big-big’’. Estas formas poderiam representar moléculas agregadas do HCH
monomérico(8'15'37'57'61'64'68) ou o hormdnio ligado a outras proteinas‘“), pepto’deos”m ou acidos
ribonucleicos(sn, podendo ou ndo representar um precursor ou pré-hormonio, & semelhanca do que
ocorre com outros hormonios proteicos”s'?g’. Os agregados podem formar: o dimero, com MMs entre
40500 e 48 000 d(m'38'47'76), o trimero, de 69 000“0'22), o tetramero, de aproximadamente
89 000 d ou entdo moléculas altamente polimerizadas(n'sm.

A formacdo de agregados a partir do HCH monomérico, tem sido atribuida a uma série de
fatores, todos encontrados em qualquer um dos processos de extracdo. Entre eles, citam-se a
Iiofi!izacéo(10'26'34'36'61), a diélise(“'s”, o congelamento‘“’, a exposicdo do HCH a niveis de pH
extremos(36), acidos ou mesmos neutros(22'34'37’, a forca idonica alta‘37'5”, a filtracdo cromatogréfica
através do gel de Sephadex(57'6”, a exposicao a solventes orgénicos(36), concentracoes maiores que
5 mg/mi do hormanio' 76 e a precipitacdo com acetona-etanol'10:34) ou com sulfato de am()nio(:’”.
Em Gftima aridlise, s3o fatores que tevam 3 formacdo de hormoénios com cargas negativas altas(“), que
geram um teor elevado em resfduos hidrofbbicos, alterando as moléculas hormonais de tal forma que
elas tenderiam 3 agregacdo. Outra possibilidade reside na atracdo entre grupos proteicos de carga
oposta(zz). Além destas, descrevem-se também formas diméricas e poliméricas existentes na propria
hipbtise, formadas pela interligacdo de duas moléculas de HCH por pontes dissutfeto!38) ou outro
meceznismo(68'76'79), Por outro lado, existem condigGes que favorecem a desagregacdo destas formas
hipofisdrias, plasmaticas ou de extratos hipofisarios, como a exposicao a uréia 8 m!76.79) guanidina —
HCI‘25), 0 congelamento e descongelamento”s), pH bdsico ou levemente acido 22'25). Esta
desagregacdo, todavia, nem sempre & completa, podendo ser aumentada através da acdo enzimética”s’.
Tal observagcdo levou 3 conclusio de que nc tecido hipofisario podem existir formas diferentes de HCH
associado: moléculas unidas entre si por ligagdes ndo-covalentes e moléculas unidas por ligagcdes
covalentes a outros peptfdeos.

Os componentes F —F,, F, e F, — de MM pequena (8200 a 15900 d), claramente sdo
substancias que aparecem no extrato hormonal bruto e que na purificac3o em gel de Sephadex eluem-se
nas fracGes tertninais do pico Iil, como se demonstra nos grupcs i, i e iV.

Entre outros compostos presentes em algumas preparacdes de HCH, estudadas por técnicas
diversas, podem-se citar protefnas séricas contaminantes“'s7'54'55), carboidratos, ligados ou ndo a
protefnas ou Aacidos nucleicosm 7). Em geral, nas preparacdes clinicas sdo encontrados somente tragos de
outros hormdnios hipofisarios, detectados por ensaios biolbqicos(37'54'55'6°). Sem se conhecerem
outras atividades e sem se terem padrdes eletroforéticos de protefnas possiveimente contaminantes, a
identificagdo dos compostos ndo é possivel.

Tendo em mente que métodos eletroforéticos podem revelar a presenga de até 70 componentes
em extratos hipofisarins brutos“g) e que 0s componentes secunddrios ern todas as amostra: estudadas se
apresentaram como bandas de intensidade de coloracdo desprezivel em relacio ao hormdnio de
crescimento, pode-se considerar que a heterogeneidade de todas as amostras n3o & muito acentuada.
Deve-se lembrar contudo, que no sistema de EGPA empregado, moléculas com MMs superiores a



79

260 000 d dificilmente penetrariam os géis de separa¢do, principaimente os de maior concentragdo em
acrilamida; além disso, substancias ndo proteicas e proteinas que porventura tenham carga pnsitiva no pH
bésico(a'g) da eletroforese, também ndo podem ser detectadas.

Em relagdo & pureza cabe uma ressalva, que se refere a presenca e ao conteGdo dos assim
chamados agregados do hormdnio. A presenca destes compostos (ou mesmo outres genericamente
designados como ‘‘impurezas’’) tem sido relacionada a formagdo de anticorpos contra o HCH, resultando
as vezes em bloqueio do seu efeito terapéutico no homem 9:36.37.44,68,69.71) p, oo motivo, muitos
autores recomendam uma maior purificacdo do extrato destinado a uso clfnico‘g"6'“'60'62'68'72),
que inicialmente era evitada por acarretar perdas de material bioldgico ativo. Contudo, cada véz mais se
reconhece que estas perdas podem ser compensadas pelo aumento da atividade somatotréfica especifica
{Ul/mg), pela reconstituicio methor do p6 liofilizado e pela maior precisio na formulacdo do
produto!61:62.68),

Desconhece-se qual seria a concentragdo mfnima de agregados que poderia ser responsabilizada
pelos seus efeitos adversos. Contudo, pode-se supor que mesmo tracos de impurezas, administrados
repetitivamente, possam induzir & formagcdo de anticorpos. Quanto a este aspecto podemos comparar as
amostras de HCH 1 (RABEN) com a amostra de HCH 5 (ROOS KABI). Em ambas reconheceram-se
tragos equivalentes dos mesmos compostos de MM elevada. Enquanto que 3 primeira delas se atribui um
alto poder antigénico(sz), a segunda é geralmente relatada como nao ant{gena‘ao’. Certos padrdes de
pureza deveriam ser estabelecidos para a melhor interpretagdo de reacGes clfnicas indesejiveis atribuidas
aos componentes contaminantes das preparagGes. Para tanto, estudos de extragcOes repetidas, com um
controle mais rigoroso de todas as suas etapas, poderiam levar a um conhecimento melhor dos fatores
qgue aparentemente levam a uma irreprodutibilidade dos métodos. Este conhecimento poderia estabelecer
condi¢Ses de producdo de preparacdes de formulagdo mais uniforme, evitando conclusdes erroneas sobre
os efeitos clfnicos de determinada preparacao.

3 — Amostras dos Grupos 11, 11l e IV

Como os trés grupos de amostras sdo semelhantes, a discussao dos seus resultados sera feita em
conjunto. A avaliacdo da eficiéncia de purificacdo dos extratos hnrmonais, baseou-se na identificacdo de
compostos de MMs diversas, em volumes diferentes do fracionamento cromatoarafico.

3.1 — Andlise Estat(stica

A andlise estat(stica dos resultados destas amostras, por serem determinagdes repetidas, permitiu
que se avaliasse as metodologias adotadas de eletroforese e de cilculo. A reprodutibilidade da EGPA,
evidencia-se pelos resultados do log Rm apresentados nas Tabelas XX, XX!| e XXII do apéndice.

A andlise estatfstica das retas de FERGUSON (Tabelas X, X!l e XiV) mostrou que todos os
coeficientes de explicaco tiveram um valor muito proximo ao unitdrio, mostrando a adaptacdo dos
pontos experimentais 3 reta calculada. A estatistica F1 em todos os casos também teve um valor muito
alto, indicando que a sua inclinacdo é altamente significativa a um nivel de significancia de 5%. Embora
a validade da reta de FERGUSON fique comprovada por estes pardmetros, a estat(stica F2 indicou que o
modelo da reta de rearessdo simples (y = ax + b), nem sempre foi adequado para o correlacionamento do
logRm com a concentracdo de acrilamida. Este impasse provavelmente foi causado pela escolha da
concentracdo de 14% de acrilamida, que 6 um valor muito préximo do limite maximo da condigdo de
linearidade deste sistema de EGPA, A escolha do ponto médio como medida da distidncia de migracio
em uma banda difusa, talvez nem sempre tenha sido correta, contribuindo para esta discrepancia.

Atualmente, a conduta adotada paia relacionar os valores do log Rm & concentracio dos géis
emprega o valor da concentracdo total de polimeros nos géis (T%), que & definida pelos gramas de
acrilamida e BIS-acrilamida em 100 g de soluclo polimerizante, mantendo fixa a concentracio de
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BIS-acrilamida {C%). Relata-se que esta correcdo chega a satistazer meihor as condigdes de linearidade da
reta de FERGUSON(M'SQ). Esta possibilidade ndo foi testada neste estudo, que seauiu a proposta inicial
de HEDRICK & SMITH"‘)B) e CHEEVER & LEWIS“O), de expressar apenas a concentragcdo em
acrilamida, mantendo um valor fixo de proporg¢do acrilamida: BiS-acrilamida. Em gréfico ndo se notou
um desvio importante dos pontos experimentais que pudessem incdicar uma fuga da condicdo de
linearidade. Contudo, esse achado ndo invalida os resultados que sempre foram de ;eprodutibilidade
satisfatoria e forneceram avaliagcOes corretas do ﬁ, da MM e inclusive da mobilidade eletroforética dos
componenies proteicos.

3.2 - Cromatografia do HCH em Gel de Sephadex G 100

A leitura da absorbancia das fracOes eluidas, em comprimento de onda especffico para
protefnas, mostrou um perfil semelhante para os trés extratos (Figuras 29, 31 e 33), comparével aos
realizados em condigdes experimentais parecndas(8 25,38,54,60,61 62)

Excluiu-se o pico IV, que ndo contém protefnas e nem atividade somatotréfica'®! ), mas apenas
sais @ acidos nucleicos(s‘”. Esse pico normaimente se elui num volume perfeitamente separado do
pico 111,

O pico | sempre é o predominante, contendo em torno de 50% das proteinas, que tém massa
moiecular muito grande. A amostra 33, do grupo IV (Figura 32), representa uma fracdo do picol e
mostra que ele deve ser composto de material proteico com massas moleculares superiores a 260 000 d,
que ndo penetram o gel de separacdo. Protefnas desta grandeza, como a forma tetramérica da SAB sdo
identificaveis no sistema de EGPA empregado. Neste pico proteico encontram-se as formas altamente
polimerizadas do HCH, para as quais se determinou massas moleculares que variam de 120000 a
450 000 d'8:22.25) Nee podem ser encontradas também as formas agregadas de menor MM, de 50 000
a 70000 d‘25). E possivel que estas formas, nos extratcs, representem o HCH desnaturado pelos
processos fisico-quimicos de extragdo, cujo poder de agregagdo é extremamente elevado' 25661 Supde-se
também que contenha outrcs tipos de protefnas inertes, incluindo proteinases(sz'sa). As protefnas deste

pico em ensaios biolégicos ndo apresentam atividade somatotrbfica‘25'6” e a dosagem do HCH por
radioimunoensaio revela quantidades despreziveis.
O pico I, contendo de 10 a 15% das protefnas, & o mais varijvel, e em geral elui-se muito

préximo do pico I,

O pico 1l sempre apresenta um perfil caracteristico, com uma fase ascendente rapida enquanto
gue a descendente é mais arrastada, Em média contém de 35 a 40% das protefnas,

Os picos 11 e Il serdo discutidos a seguir, juntamente com o0s resultados obticios pela anlise
eletroforética.

3.3 — Elui¢do dos Isohorménios

Os trés isohormdnios C D e E (grupos t1 e 1V) eluem-se juntos e sdo indiferencidveis quanto
a0 R e 3 MM (Tabelas Xi e XIII) Nes irés grupos de extratous estudados, j4 sdo identificiveis a partir do
pico Il, em baixas concentracles e o volume no qual sdo elufdos em maior concentracdo parece ser
definido entre 840 —~ 1220 m! (grupo 11), 990 e 1 290 m| (grupo I§1} e 900 e 1 320 ml (grupo IV). Em
todos os extratos, a sua concentracdo maxima correspondeu 3s fraces centrais, confirmando-se os
resultados anteriores obtidos para um outro lote de HCH IEA e no qual a quantificacido do hormdnio
por redioimunoensaio mostrou a mesma distribuicic (3, A presenga do HCH no pico 11, evidenciada
pela EGPA, tem sido relatada?5-54). , sua presenca como componente principal do pico Il & indiscutivel,

tendo sido amplamente comprovada por andlises eletroforéticas, dosagens radicimunolbgicas ou ensaios
biolbgicos (8,10,22,25,52,60,61,62 63)
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3.4 — Eluigdo dos Componentes Secundérios

No grupo Il, onde se esperava encontrar maior parte de componentes secundarios, evidenciou-se
que esses se restringiram a um ndmero pequeno em comparasdo aos outros dois grupos. Este fato pode
ter sido decorréncia de dois fatores: em primeiro lugar, os extratos armazenados j8 haviam sido
purificados anteriormente, com eliminacdo de grande parte dos contaminantes e, em segundo luaar, a
dissolucdo deste material apresentou certa dificuldade e uma parte consideravel do pé ficou precipitada,
sem penetrar no gel de Sephadex. Por outro lado, os dois outros extratos, recém-preparados, mostraram
que vérios componentes de MM varidvel puderam ser identificados em todas as fragdes.

Pela analise das Figuras 29, 31 e 33, vé-se claramente que o pico Ili, cujo volume normalmente
¢ reunido para uso clinico, contém uma série de componentes que quimicamente ndo se identificam ao
HCH monomérico. Assim, os componentes |, J e K de MM préxima a 30 000d, e o componente L de
37 000 d, apesar de terem maior concentragao no pico il, praticamente acompanham o HCH em todo o
seu volume de eluicdo. Isto é facilmente explicado pela semethang¢a entre as MMs destes componentes e a
do hormonio, podendo-se predizer que dificilmente se consequird separd-los por uma cromato?raﬁa em
gel de Sephadex. Um composto semelhante a estes, de 30 000 d, foi descrito por SINGH e cols. 63), sem

que pudessem caracterizé-lo.

Os pardmetros da reta de FERGUSON e a MM do componente H, identificam-no ao IH A‘G“,
cuja provavel identidade com a prolactina ainda nao estd estabelecida(”'“).

As formas agregadas, diméricas ou triméricas, em geral sdo descritas como pertencentes ao
picoII‘8'10'22'25'54'61'68). Neste estudo, porém, demonstra-se a presenca do componente M, de
45800 a 42700d, ocupando grande parte do volume do pico lll (gruposIl} e 1V), assim como os
componentes O e P, com massas moleculares proximas de 66 000d (grupo l1l}. Estes componentes
provavelmente representam respectivamente a forma dimérica e trimérica do hormdnio. Certamente estes
compostos de MM grande eluem-se também em fragOes anteriores aquelas onde foram identificadas. A
sua caracterizagdo nas fracGes do pico Il certamente devia estar mascarada por algum motivo n3o
reconhecido.

Entre os componentes de MM pequena, apenas o G (grupo V), de 13 600 d, ocupa uma fracdo
importante do pico IIl. Os componentes F, encontrados nos trés extratos, caracteristicamente comecam a
ser elufdos a partir de cerca de 1260 ml. As suas MMS variaram de extrato para extrato; de 7 000 a
14000d. Também estes componentes sio descritos por SINGH e cols.(e:”, desconhecendo-se a sua
natureza.

Vérias analises sobre a pureza de preparagbes hormonais, obtidas apds processos de
fracionamento, confirmaram a presenca de formas inativas(s'ez'ea’, A fragdo central é tida como a mais
homogénea‘s'“), o que se explicaria pela sua maior concentracio em HCH. Contudo, de dois a cinco
compostos foram encontrados nesta fracdo.

Ensaios biol6gicos no pico 11t do HCH ROOS, revelaram a presenca de tracos de FSH, LH,
ACTH e TSH‘GO). No pico I, encontraram se também atividades de LH!54.60) o FSH‘GO’. A identidade
dos compostos |, J ou K com LH ou FSH pela semelhanga das MMs e das retas de FERGUSON, é uma
hipbtese que necessita de comprovagdo. A presensa de compostos de MMs grandes r.o pico |1l {onde
apenas compostos com MMs semelhantes a0 HCH deveriam aparecer), pode ter sido consequéncia de
aplicacdo excessiva de protefnas & coluna de gel de Sephadex, resultando em separacdes incompletas de
substdncias de MM diferente, numa primeira purificagdo. O pico | e o pico |l manifestam-se ainda apbs
uma repurificacdo do pico IH1, fato descrito por outros autores!54.81.62),

Este problema pode ser solucionado de vérias maneiras: pela diminuigdo da quantidade de
protefnas aplicada 3 coluna, pela mudanca das caractecisticas do fracionamento (coluna maior,
velocidade de fluxo mais len 3, emprego de gel Sephadex com maior poder de discriminagio) ou pela
repurificacdo do pico 111, ou Il 2 11l reunidos.
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A auséncia de compostos de MM grande nas fragdes do grupo ll, n3o encontrou outras
explicagGes sendo a de que grande parte j& estava eliminada pelas puriticagBes anteriores ou a de que
foram precipitadas com o po insolivel.

A presenga de dimeros e trimeros no extrato hormonal pode estar associada & alta concentracdo
do extrato, no momento da ser aplicado a coluna‘m’_

A necessidade de se efetuar uma purificagdo cromatogrética dos extratos brutos hormonais
parece ser essencial para o método de ROOS bem como para os outros métodos de preparagdo.

De qualque- forma a obtencio de uma preparagdo clinica completamente livre de
contaminantes, especialmente aqueles de massa molecular semelhante ao HCH parece ser muito dificil,
pois O compromisso necessdrio entre rendimento, pureza e/ou auséncia de antigenicidade das
preparagdes, precisa ser considerado,

Para o emprego do hormbdnio para fins de pesquisa, a fragdo central do pico Il é a indicada, e
conforme a finalidade, pode ser repurificada de diversas maneiras para eliminar protefnas estranhas,

Este trabalho sugere a melhor investigacao dos aspectos metodol6gicos envolvidos na extragdo e
purificacdo do HCH, a fim de que se possa ter um melhor controle sobre a obtencdo de um hormédnio
uniforme quanto a composicdo em IHs e de sua MM, incluindo critérios de pureza que permitam que se
criem condicdes de avaliagdo melhor do seu efeito clinico.

V — CONCLUSOES

1. O sistema de eletroforese em gel de poliacrilamida (EGPA) analitica adotado, foi de
reprodutibilidade satisfatoria, fornecendo resultados confiaveis.

2. Os valores experimentais do Kg das proteinas padrdo, relacionados 3s massas moleculares,
adotararm uma distribuicdo n3o linear em valores de MM inferiores a 40 000 d. A zona de linearidade no
limite inferior, pode ser ampliada para protefnas com MM de 11000d, pelas transformagoes
matematicas porpostas por RODBARD & CHRAMBACH.

3. A heterogeneidade das preparacoes de HCH para uso clinico, obtidas pelos métudos de
RABEN, STROUD, MILLS (FC 2) e ROOS KAB! ¢ o hormonio altamente purificado pele método de
WILHELMI! (NIH), é definida pela presenga dos isohormonios B, C1 e C2, com predoiminancia do
primeiro. Uma causa prcvavel desta heterogeneidade é a desamidagdo da molécula de HCH.

4. A heterogeneidada de tré; ‘reparaciies recentes de HCH IEA para uso clinico, é definida pela
presen¢a dos IHs C2. U ¢ &, enyuaiito e preparacoes de HCH IEA armazenadas por dois a trés anos,
apb6s repurificagdo, apresentaram os |Hs E e E1' A heterogeneidade dos IHs dos extratos de HCH IEA
ndo tem causa definida mas, provavelmente, é devida a uma proteblise enzimatica limitada,

5. Todos os |Hs agrupados puderam ser caracterizados como isdmeros de carga, apresentando
massas moleculares semelhantes entre si e destacando-se pela diferenca de mobilidade eletroforética
{carga). A MM dos IHs variou entre 20 300 e 26 000 d; o R dos IMs variou entre 1,81 a 1,97 nm, ambos
confirmados pelos dados da literatura,

6. Todas as doze preparacdes de HCH obtidas por métodos diversos, apresentaram componentes
secundérios em r:Gmero varidvel. Entre eles, os mais frequentes foram: componentes de MM pequena, de
7000 a 15000d (F); com MM pfoxima a 30 000d (I, J e X}; os de cerca de 44 000 d, provaveimente
dimeros (M e N) e os de cerca de 60 000 a 70 000 d, provavelmente trimeros (P).
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7. Nos volumes eiufdos do fracionamento cromatogréfico de HCH IEA, os IHs sdo elufdos em
baixa concentracio em fracoes do picoll e no pico l1l a sua concentragdo relativa acompanha
aproximadamente o perfil da leitura de absorbancia especffica para protefnas (280 nm em luz UV).

8. Viérios componentes secundirios acompanham o volume de eluigdo dos IHs, nos picos il e
11, durante o fracionamento cromatogrdfico do extrato de HCH IEA em gel de .Sephadex G 100,
compreendendo compostos com MM perto de 30 000 d, aproximadamente 44 000 d — provavelimente o
dimero — e de cerca de 66000d - provavelmente o trfmero., Um composto com MM de
aproximadamente 13 000 d (G) aparace na sequnda metade do pico IH e compostos de MM varidvel entre
7000 a 15000 d, caracteristicamente eluem-se na fase terminal do pico |1, a partir de aproximadamente
1260 ml. Os resultados demonstram a necessidade da realizacdo da etapa de purificagdo do extrato de
HCH.

9. Os resultados sugerem, mantido o equipamento em uso para a separagio do HCH
(colunaSx 100cm), que se reduza 2 quantidade de extrato aplicado, para se tentar eliminar
contaminantes indesejiveis na preparag¢dc final.
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Tabela XVI

Valores da Leitura Espectrofotométrica das 3 SolugOes Padrio de Soro Albumina Bovina, em Triplicata

(1 — 2 —3) pelo Método de LOWRY, para a Construgdo da Curva-Padrdo do Método

&g de | SOL. SAB 1 SOL. SAB 2 SOL. SAB 3
N°
proteina 1 2 3 1 2 3 1 2 3
1 5 0,084 0,115 0,064 0,062 0,054 0,063 0,063 0,050 0,052
2 10 0,120 0,098 0,129 0,098 0,119 0,098 0,118 1,107 0,106
3 15 0,187 0,202 0,144 0,159 0,162 0,163 0,163 1,165 0,151
4 20 0,224 0,232 0,202 0,177 0,220 0,212 0,212 0,228 0,216
5 25 0.300 0,276 0,284 0,272 0,288 0,264 0,281 0,276 0,268
6 30 0,348 0,360 0,359 0,326 0,324 0,320 0,325 0,329 0,325
7 35 0,380 0,375 0,427 0,368 0,394 0,381 0,381 0,371
8 40 0,456 0,446 0,435 0,398 0,415 0,442 0,421 0418 0,440
9 45 0,504 0,510 0,505 0,452 0,467 0,466 0,464 0,474 0,472
10 50 0,511 0,559 0,526 0,558 0,573 0,550 0,490 0,517 0511
n 55 0,608 0,580 0,595 0,537 0,540 0.565 0,580 0,572
_ 12 60 0,648 0,654 0,654 0,586 0,629 0619 0618 0604 , 0,643
: 13 70 0,722 0,668 0,738 0,728 0,692 0,705 0,678 0,698 0,718
E 14 80 0,762 0.832 0,812 0,728 0,795 0,788 0,750 0,785 0,790
-

98



Tabela XVII

Leituras Espectrofotométricas dos Padroes de SAB, Utilizadas para o
Estabelecimento da Curva-Padrio do Método de LOWRY

kg de
N° N Ao & d.p.
proteina
1 5 9 0,067 0,020
2 10 9 0,110 0,012
3 15 9 0,166 0,018
4 2r 9 0,214 0,017
5 , 9 0,279 0,01
6 30 9 0,335 0,016
7 35 8 0,385 0,019
8 40 9 0,430 0,018
9 45 9 0,479 0,021
10 50 9 0,533 0,028
1" 55 8 0,572 0,025
12 60 9 0,628 0,024
N = nimero de leituras a cada nivel de protefna
5750 = média das leituras espectrofotométricas

Tabela XVIII

Andlise de Varidncia da Reta de Fegressdo para Quantificagdo
Proteica pelo Método de LOWRY

FONTE DE SOMA DE QUADRADO
G.L. F.
VARIACAO | QUADRADOS MEDIO
REGRESSAO 1 0,49213 0,49213 11,945
RESIDUO " 0,00047 0,00004
TOTAL 12 0,49260

Fi1,11,1%) = 9.65
R2 = 0,90898
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Figura35 - CURVA PADRAO PARA QUANTIFICACAO PROTEICA PELO METODO DE LOWRY.

O grético em escala linear, mostra a distribuicdo dos valores médios e desvios-padrio das
leituras da absorbincia (A,.,) das doze amostras de padréo de BSA mostradas na Tabe-
la XVil. Incluiram-se no grdfico as duas amostras de 70 e 80 ug de BSA, demonstrando

que ndo se enquadram na zona de linearidade. A reta média ajustase perfeitamente aos
valores experimentais (P = ug de protefna).



Tabela XIX

Padroes Proteicos: Medidas de log Rm e Parametros das Retas de Ferguson

log Rm Reta de Ferguson
e e o e
Concentragau de Acrilamida -KR log Yo r
N° RETA 7% 10% 12% 14% N
| 176,86 172,53 . 166,48 3 1,48 187,30 0,9999
1 " 181,92 176,220 172,31 172,45 4 1,44 191,12 09532
1T 195,70 189,47 190,50 183,61 4 1,54 206,34 0,9260
| 176,85 171,22 164,32 166,46 4 1,69 187,86 09063
1 T 18355 177,02 172,58 170,87 4 1,87 196,11 0,9869
1 197,27 191,40 190,58 185,71 4 1,55 207,63 09781
i 157,89 149,45 . 137,23 3 2,96 178,75 0,9997
2 " 178,76 172,86 169,52 160,01 4 254 197,64 0,9685
Hi 190,68 184,86 181,28 172,28 4 2,51 209,28 0,9731
v 193,43 189,15 181,30 3 3,03 22435 0,9859
) 197,31 188,17 184,60 176,26 4 2,90 217,71 09915
3 1 198,54 192,55 189,20 18352 4 2,09 213,46 0,9949
" 186,90 177,54 173,02 166,50 4 2,86 206,79 0,9982
| 197,31 188,06 184,51 176,07 4 2,92 21787 10,9912
3 H 197,98 192,41 189,20 .. 3 1,76 210,256 0,9992
1T 188,96 177,48 167,16 3 3,09 20975 0,9936
[ 133,21 127,52 119,84 116,15 4 254 15146 09894
4 " 163,62 146,01 140,76 135,79 4 255 17150 11,0000
ni 163,71 155,61 149,94 146,225 4 254 131,16 0,9968 !
| 131,08 120,16 116,95 109,69 4 295 151,21 0,9915
4 " 152,78 142,35 137,77 131,22 4 303 17356 09973
" 162,93 152,88 14841 14393 4 2,70 181,12 0,9937
! . _
5 ) 136,00 126,09 12359 11471 4 288 156,15 0,9851
3 -
; [ 168,88 15641 146,38 .., 3 450 20038 1,0000
i 6 I 163,09 146,25 123,82 3 5,61 202,36 1,0000
i
,} ] 168,56 155,41 146,15 ... 3 448 19938 0,9099
6 " 163,15 147,50 125,96 3 532 200,47 1,0000
| | 165,12 155,93 146,08 3 476 21283 0,9998
i 7
| i 149,56 3 660 21685 1,0000

160,90

138,50

continua. |
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continuagio

e e e e e s e b o e e mem e,

r I
log Rm Reta de Ferguson
Concentragao de Acrilamida -Kg log Yo r
N° RETA 7% 10% 12% 14% N
- - . SR
| 182,62 173,32 163,36 153,71 4 513 22518 0,999
8 " 186,00 169,90 159,89 149,29 4 5,23 222,48 0,9999
i 1 182,82 165,82 15567 144,94 4 5,39 220,30 0,9997
v 178,83 154,50 124,99 3 7,67 232,03 0,9996
| 190,82 173,37 163,42 3 5,51 229,10 0,999 ‘
8 " 187,04 169,90 159,36 3 5,55 22575 0,9998 |
t 182,90 165,76 155,35 3 563 221,42 09997
v 181,08 154,69 24,72 3 8,02 236,38 0,9990
I 185,18 162,26 149,28 135,59 4 7,06 23397 0,9993 :
[ 9 I 171,217 13837 11862 101,64 4 10,13 24160 0,9979
t
1] 158,74 105,27 87,39 62,64 4 13,61 248,75 0,9898
v 141,78 80,97 59,52 6,21 4 18,61 272,18 0,9910
|
|
| 185,88 16288 14909 136,75 4 7,04 234,37 0,9987
9 I 17482 14411 123,46 102,23 4 10,36 247,51 11,0000
] 159,96 109,04 87,29 57,51 4 14,42 258,41 0,9966
v 138,65 81,03 47,50 8,35 4 18,47 267,49 0,9997 !
[ 19360 17348 156,11 143,93 4 7,22 244,42 10,9983
9 1 181,09 14518 121,48 99,12 4 11,74 26290 0,9999 '
10 | 124,04 75,74 60,70 3 9,17 18765 0,9987
|
N° = nomero do padrio proteico
N = nomero de medidas de Rm usados para o célculo da reta de Ferguson




Tabela XX

N

Medidas de fog Rm e Pardmevos das Retas de Ferguson de Cada Amostra de HCH

do Grupo I, Agrupadas de Acordo com a sua Classificagao

r—;MOSTRA log Km Reta de Ferguson
Concentragdo de Acrilamida
—_— ——— -Kg log Yo r
7% 10% 12% 14%
ISOHORMONIO
13 19525 181,76 172,38 165,18 4 4,34 225,34 0,9988
14 194,61 181,83 170,56 164,92 4 4,37 224,99 0,9946
15 195,02 18G,95 172,10 164,27 4 4,41 225,51 0,9992
16 195,12 181,19 172,10 164,31 4 443 225,79 0,9993
17 195,66 182,10 172,94 163,59 4 4,62 227,99 0,9997
18 195,29 181,31 172,63 164,74 4 438 22556 0,9993
19 19553 180,78 171,49 164,66 4 4,46 226,06 0,997
20 194,56 181,21 172,56 164,87 4 426 224,10 0,9995
21 19553 181,14 173,61 166,05 4 420 224,26 0,9978
COMPONENTE F,
19 190,96 . 178,14 174,57 3 238 20745 0,9974
20 186,41 179,25 176,49 3 248 210,48 0,9687
2 186,89 180,83 175,74 3 279 21460 0,9987
COMPONENTE F,
19 195,17 188,54 18460 180,11 4 2,14 210,09 0,9998
20 196,91 190,52 181,19 3 225 21279 0,9997
21 19553 18991 8548 180,89 4 20 21043 0,9987
COMPONENTE J
16 183,37 170,25 e 150,27 3 4,74 21657 0,9993
17 18254 16867 157,69 14925 4 4,82 216,43 0,9989
18 18269 167,37 158,33 149,60 4 473 21530 0,9991
19 181,32 16794 158,05 150,27 4 448 21261 0,9993
20 183,96 169,90 160,78 151,60 4 4,62 216,23 1,0000
21 18424 16953 161,80 153,02 4 443 214,76 0,9988
COMPONENTE K
16 177,71 159,13 142,35 3 5,01 21145 0,9938
17 cee . cee
19 176,26 161,35 15261 143,57 4 4,66 208,53 0,9995
20 177,32 159,35 154,95 3 459 208,28 0,9755

ndmero de medidas de Rm usado no célculo da reta de Ferguson
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Tabela XX

Medidas de log Rm e Parametros das Retas de Ferguson de Todas as Amostras de HCH
do Grupo |ll, Agrupadas de Acordo com a sua Classificagdo

continua. . .

AMOSTRA log Rm Reta de *Ferguson
Concentragao de Acrilamida
-Kp log Yo r
7% 10% 12% 14% N

1ISOHORMONIO 02
22 189,04 174,08 166,36 160,65 4 4,09 216,50 0,9925
23 188,27 174,47 167,18 161,29 4 3,88 214,48 0,9948
24 188,04 175,20 168,28 159,39 4 4,04 216,20 0,9992
25 183,61 175,43 166,81 159,54 4 4,18 217,54 0,9992
26 18861 174,47 16681 159,95 4 4,10 216,58 0,9971
27 188,17 175,09 166,81 160,36 4 4,01 215,72 0,9979
28 188,61 175,63 166,81 15850 4 4,31 218,75 1,0000
29 188,80 175,05 166,95 159,15 4 4,31 219,01 0,9987
30 188,10 17491 166,23 160,05 4 4,06 215,97 0,9973
31 187,94 17454 167,12 3 3,98 214,72 0,9996

ISOHORMONIO D |
22 ' 1564 17696 168,36 163,49 4 4,08 21897 0,9910
23 n,21 176,73 169,90 163,51 4 3,96 217,86 0,9943
24 1,59 178,04 17084 16255 4 3,97 218,13 0,9997
25 131,54 17782 169,56 161,62 4 4,33 221,57 0,9997
26 Y.0,72 177,47 169,56 163,09 4 3,97 217,93 0,9977
27 13093 177,47 16956 163,41 4 3,96 217,96 0,9967
28 90083 178,15 16956 163,09 4 4,02 218,68 0,9983
29 19169 177,82 169,58 162,55 4 4,18 220,40 0,9981
30 19146 17846 16290 162,90 4 4,11 219,89 0,9989
31 190,02 178,46 168,73 161,92 4 4,08 218,69 0,9984

ISOHORMONIO E
22 19381 179,13 170,52 166,53 4 3,99 220,40 0,9866
23 19358 17991 171,83 166,99 4 3,86 219,61 0,9922
24 193,71 181,21 172,66 165,50 4 4,06 221,92 0,9994
25 194,30 180,62 172,16 164,16 4 4,23 223,44 0,9988
26 193,76 180,05 171,52 165,36 4 4,11 221,80 0,9966
27 193,53 180,27 17152 166,26 4 3,97 220,57 0,9947
28 193,53 180,32 17152 165,36 4 4,08 221,55 0,9972
29 183,97 179,71 171,58 164,47 4 4,23 222,91 0,9977

e - g

COMPONENTE F1
29 19247 183,11 17691 172,15 4 2,93 212,69 0,9983
30 19343 184,23 17754 173,56 4 2,90 213,36 0,9960
31 18382 183,76 17789 17322 4 2,97 214,05 0,9969
32 193,92 183,32 177,30 3 2,33 208,90 09713
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continuacdo
AMOSTRA log Rm Reta de Ferguson
Concentragdo de Acrilamida
-~ - KR log %o r
7% 10% 12% 14% N
COMPONENTE F2
28 178,58 1

29 197,98 187,83 182,85 175,39 4 3,09 219,42 0,9985
30 198,18 188,74 182,10 176,08 4 317 220,37 0,9999
31 197,85 188,53 181,47 175,40 4 3,23 220,55 0,9997
32 198,35 188,34 181,77 175,23 4 3,30 221,43 1,0000

COMPONENTE F3
29 198,82 189,98 184,03 177,82 4 2,99 219,86 0,9999
31 199,34 189,73 182,68 3 3,32 222,69 0,9997
32 188,62 184,51 180,39 3 2,06 209,20 1,0000

COMPONENTE |
23 186,50 170,85 161,18 153,37 4 4,77 219,25 0,9980
24 186,38 169,90 162,67 154,32 4 454 217,13 0,9955
25 186,35 170,54 160,74 152,28 4 4,89 220,09 0,9988
26 185,92 170,22 162,31 151,71 4 482 219,35 0,9987
27 186,53 170,22 161,51 154,32 4 463 217,87 0,9955
28 186,38 170,22 162,31 153,49 4 4,67 218,28 0,9976
29 187,00 170,22 161,61 154,07 4 4,72 218,93 0,9955
30 186,63 170,87 16264 153,73 4 4,68 218,74 0,9984
31 187,07 169,57 161,59 152,22 4 4,93 220,65 0,9967
32 169,90 16193 154,03 3 3,97 209,56 1,0000

COMPONENTE J
23 - 16892 159,12 148,97 3 4,99 218,85 1,0000
24 183,35 169,90 160,61 151,69 4 453 215,11 1,0000
25 183,62 170,24 158,55 148,58 4 5,04 219,40 0,9985
26 18354 16990 157,79 146,65 4 5,30 221,48 0,9979
27 183,68 169,90 158,25 148,88 4 5,03 219,25 0,9989
28 183,54 16990 158,56 148,42 4 5,056 219,41 0,9990
29 18386 170,22 15856 148,67 4 5,07 219,87 0,0988
30 184,07 169,90 15860 148,30 4 5,14 220,48 0,9993
31 183,38 169,57 157,59 148,94 4 5,00 218,64 0,9984
L 32 184,14 16990 157,81 147,28 4 5,31 221,86 0,9988

continua. ., .
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continuagio
( AMOSTRA log Rm Reta de Ferguson
Concentragdo de Acrilamida
e e e KH log Yo r
7% 10% 12% 14% N
COMPONENTE M
24 178,87 162,31 - 136,10 3 6,13 222,48 0,9989
25 179,45 161,91 150,17 135,56 4 6,21 223,52 0,9985
26 179,45 16156 149,25 136,98 4 6,07 220,06 1,0000
27 179,24 161,56 14848 136,84 4 6,09 222,03 0,9998
28 179,45 161,37 14848 137,41 4 6,05 221,69 0,9997
29 179,53 149,67 138,23 3 5,91 220,86 1,0000
30 179,38 147,11 2 6,33 233,72
31 178,81 150,02 e 2 5,76 219,12 ..
32 178,25 151,28 140,68 3 5,37 215,83 1,0000 |
COMPONENTE l
— )
{
23 . 141,09 1
24 155,48 1
25 15465 140,94 126,70 3 6,99 224,61 0,9999
26 . 155,28 140,12 126,29 3 7,25 227,53 0,9997 |
27 177,36 154,31 140,12 124,35 4 7,53 230,03 09999 |
28 17716 154,26 140,12 126,29 4 7.27 227,60 0,9997
COMPONENTE P
23 166,81 147,17 2 6,55 212,64
24 168,43 14848 . - 2 6.65 214,98 .
25 167,88 147,13 131,41 115,82 4 7,45 220,62 0,9994
26 168,95 146,78 13141 116,15 4 7.55 221,96 1,0000
27 168,94 14794 132,05 e 3 7.35 220,68 0,9994
28 131,40 116,15 2 7.63 222,90
N = ndmero de medidas de Rm usadas no cdlculo da reta de FERGUSON.




Tabels XXil

Medidas de log Rm e Pardmetros das Retas de Ferguson das Amostras de H/™H

do Grupo |V, Agrupadas de Acordo com sua Classificacdo

log Rm

Reta de Ferguson

AMOSTRA Concentracdo de Acrilamida
- ‘KR log Yo r
7% 10% 12% 14% N
ISOHORMONIO C,
34 © 189,82 17588 168,03 161,38 4 408 21767 0997
35 18896 17575 167,66 162,13 4 389 21536 09954
36 188,24 175,73 167,05 160,83 4 397 21564  0,9980
37 188,52 17529 167,05 161,19 4 395 21551  0,9964
38 187,42 17518 166,97 160,35 4 390 21442 0,999
39 188,04 175,10 167,21 158,81 4 416 217,03  0,9999
40 189,27 17511 167,85 160,55 4 411 217,37 09973
a1 188,44 17460 166,95 159,04 4 419 217,28  0,9989
42 18866 174,16 166,92 159,64 4 414 216,80  0,9968
43 18866 17511 168,26 161,11 4 392 21543 09975
ISCHORMONIO D
34 192,80 17867 170,79 163,64 4 418 221,36  0,9978
35 191,60 17861 170,84 164,39 4 391 21841 09979
36 191,20 178,73 168,76 162,99 4 108 21953  0,9988
37 191,14 17825 170,05 164,26 4 389 217,74 09967
38 191,04 178,17 166,97 16338 4 398 21847 09984
39 191,21 177,76 171,33 162,04 4 416 217,03 0,999
40 192,07 17820 17080 163,86 4 403 21958 0,9973
41 190,99 177,68 169,44 162,52 4 409 219,16  0,9985
42 191,59 177,85 169,80 162,49 4 4,17 22024 0,998
43 191,48 17881 171,06 164,27 4 391 218,38  0,9988

continua. . .
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continuagao
SO S _ -
log Rm Reta de Ferguson
AMOSTRA Concentracao de Acrilamida
T T T T T e = ’KR Iog YO r
7% 10% 12% 14% N
1ISOHORMONIO
34 19546 182,04 173,34 166,82 4 4,14 223,89 0,9978
35 194,28 181,30 173,04 166,55 4 4,00 221,77 0,9981
36 193,98 18098 172,30 166,60 4 3,98 221,20 0,9963
37 194,21 181,02 17285 167,39 4 3.89 220,65 0,9953 I
38 194,32 181,51 172,77 166,60 4 4,02 221,97 0,9976
39 19445 180,77 17486 165,63 4 4,03 222,29 0,9971
40 194,17 181,07 174,10 166,66 4 3.91 221,06 0,9986
41 193,99 18056 172,91 165,74 4 4,04 221,74 0,9985 [
42 194,13 180,60 173,38 166,23 4 3,98 221,37 0,9980 |
43 19399 181,39 17398 167,21 4 3,84 220,37 0,9987
J
i
COMPONENTE F_ |
42 192,67 18433 177,72 173,22 4 2,83 212,38 0,9982
43 192,75 185,29 178,78 174,11 4 2,71 211,85 0,9984 |
COMPONENTE F, |
42 198,25 191,06 187,97 179,49 4 2,57 217,70 0,9966
43 198,61 192,02 184,89 180,59 4 2,65 217,47 0,9951
COMPONENTE G
37 157,28 150,22 145,26 3 3,01 186,98 0,9950
38 ee 165666 151,96 146,19 3 2,37 175,68 0,991
39 166,02 156,45 151,15 146,19 4 284 185,44 0,9980
40 166,6? 157,18 150,89 145,15 4 3,08 188,08 0,9998
41 16595 156,15 14998 145,35 4 297 186,33 0,9974
42 167,78 155,11 149,64 144,27 4 3,35 190,20 0,9923
43 165,87 156,41 150,43 142,25 4 333 189,49 0,978
COMPONENTE H
35 149,42 140,74 133,66 3 3,94 188,55 0,9983
38 150,38 140,75 133,42 3 4,24 192,40 0,9970

p—

continuas. . .
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a7

o
log Rn: Reta de Ferguson
AMOSTRA Concentracao de Acrilamida
—_ — v -Kp log Yo r
7% 10% 12% 14% N
COMPONENTE |
34 17084 161,63 153,46 3 4,35 214,12 0,9994
35 169,38 160,69 153,11 3 4,07 209,87 0,9992
36 169,756 160,72 152,01 3 444 214,05 1,0000
37 - 169,76 160,77 153,04 3 4,18 211,35 0,9991
: 38 184,.2 169,20 161,70 151,98 4 4,60 216,21 0,9984
39 . 184,26 169,78 162,72 150,53 4 4,70 217,30 0,9961
40 184,33 170,11 16146 151,58 4 4,65 216,85 0,9998
41 183,57 169,74 160,86 153,93 4 4,28 212,98 0,9982
42 184,24 169,56 159,34 150,09 4 4,90 218,49 0,9999
43 184,26 170,83 161,80 149,85 4 4,85 218,86 0,9975
COMPONENTE K
34 163,59 154,13 143,33 3 5,07 214,46 0,9993
35 162,62 152,43 14294 3 4,92 211,70 0,9998
36 161,98 150,67 143,66 3 4,58 207,06 0,9909
COMPONENTE L
37 - 139,34 128,90 2 5,22 201,98 v
38 162,66 e 137,35 128,24 3 4,95 197,15 0,9997
39 14781 135,09 123,44 3 6,09 208,56 0,9997
40 150,97 142,22 129,18 3 5,45 206,16 0,9936
41 149,32 13868 125,16 3 6,04 210,20 0,9976
COMPONENTE M
34 161,98 15246 140,92 3 5,27 214,97 0,9985
35 16095 150,65 137,82 3 5,78 219,20 0,9980
36 ..." 160,24 150,44 140,48 3 494 20967  1,0000
37 179,28 160,983 160,22 139,82 4 5,04 218,17 0,9991
38 179,47 16045 149,67 140,21 4 5,63 217,96 0,977
39 177,76 vee 161,15 135,58 3 589 219,62 0,0957
40 180,18 160,88 150,88 137,89 4 5,97 221,59 0,9089
41 178,71 159,47 149,02 137,57 4 6856 219,04 0,9991
42 179,31 160,01 14964 137,35 4 694 220,74 0,8992
43 178,33 161,25 15043 136,31 4 593 220,33 0,9986

N = nOGmero de medidas de Rm usado para o céiculo da reta de FERGUSON.



ABSTRACT

Twelve human growth hormone (hGH) p.[fvpa/ra\tjo'ps. !mrgrstudicd on analvtiu!l polvagrilamid, gel
- slectrophoresis TPAGE} with acrylamide concentrations of 7, 10, 12 and 14%. Fhe purpose was-an evalvation-of .the
degree of homogeneity of the extracts, the geometric mean radius {R) and the—estimation of thesmolecular weight
(MW) of the protein hormone. -,

_A standard curve was used for ten proteins of known molecular weight, where the square root of the
retardation coefticient (KR) was plotted against R.

~ Five isohormones were identified and defined as charge isomers, based on their different relative free mobility
and on their similar R (1.81 — 1.97 nm) and MW (20 300 — 26 000 d) values. The heterogeneity of all preparations was
due to the presence in general of three isohormones. |n*§;—€‘ABEN; STROUD, MILLS (FC 2), WALHELMI{NIMY and
RKOOSAKABH) preparations, isohormones B, C1 and C2, pobetly —formed—by—desmidetion-of _the-hGH-moleeule, were
predominant. In recent hGH (IEA) preparations by the method of ROOS, the isohormones C2, D and E were identified
while in an older one, isohormones E and E1 peobably-eli-derrved-from-o-Hmited enzymalic digestion,. were detected.

From two to five minor components were found in all samplesbmd\—mohcu' lasr weights ranging. from 7.000.40-
15 000 d around 30 000-d; 40000 ¢ thQ#H dirvers) 1xt 66-000 o-thGH-evrirmers). - —

Moreover the same type of analysis was carried out on several fractions from protein peaks 1| and IlI eluting
from Sephadex G 110 purification of three hGH (IEA) extracts. The isohormones start to appear in peak |l and their
reiative concent ation is in agreement with the peak Il profile read at 280 nm. Practically all secondary components
were present in peak I and in most of peak |1}, showing a type of heterogeneity due to hGH polymeric forms and a

relatively small presence of contaminants. [ S !
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