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RESUW 

PURIFICAÇÃO DO HORMÔNIO DE CRESCIMENTO HUMANO. ISOLAMEN 

TO DA VARIANTE 22 K. ENSAIOS DE ATIVIDADES BIOLÓGICA E 

RADIOIMUNOLÕGICA. 

MARIA APARECIDA PIRES CAMILLO 

O hormônio de crescimento humano purifl 

cado de extratos hipofisãrios geralmente não é una única sues 

tância, mas uma mistura de diferentes proteínas denominadas 

variantes. Estas são, possivelmente, originadas por hidrôli. 

se enzimãtica, acetilação, dimerização, ^ru». de amidas, dî  

ferenças na seqüência primária etc. Recentemente tem sido 

sugerido que cada variante possui um papel fisiológico dis_ 

tinto. A principal limitação para comprovar a possibilidade 

sugerida é a dificuldade de se obter quantidades ponderáveis 

de cada forma do hormônio, para os ensaios. 

0 presente trabalho descreve um métcdo 

de extração de KCH, a partir de hipôfises humanas congeladas, 

com alto rendimento: 3,7 mg de HCH por glândula procassada. 

A preparação não apresenta variantes de massa pois se r.cs_ 

trou homogênea em SDS-EGPA 105. O peso molecular calculado 

por este método foi 21.537 ± 196 daltons. Entre as varian 

tes de carga a forma Integra (HCH-22 K) constitue 632 da rre 

par ação (calculado por ar.álise em EGPA l"i) . 



Por meio da técnica de isoeletrofocaliza 

cão foi possxvel isolar a variante Integra da preparação to 

tal de HCH. 0 pico principal, cora pi 5,12, foi separado e 

submetido a uma cromatografia em Sephadex G-50 fino para iso 

lâ-lo das anfolinas e sacarose utilizadas na focalização. 

Nos ensaios de caracteri ?ação da varian

te 22 K verificou-se que: possui fenilalanina como arainoacî  

do NH, terminal; não apresenta grupos -SH livres; no espec 

tro de absorção ultravioleta a absorção maxima ocorre en 

277 nm; possui um coeficiente de extinção molar 14.888 e 

E _ 6,92; possui identidade imunoquímica com a preparação to 
1* 

tal de KCH verificado por radioimunoensaio e possui ativida 

de no ensaio de aumento de peso corpõreo realizado em ratos 

hipofisectomizados. 



ABSTRACT 

PURIFICATION OF HUMAN GROWTH HORMOME. ISOLATION OF 

THE 22 K VARIANT. ASSAYS OF BIOLOGICAL AND RADIO -

IMMUNOLOGICAL ACTIVITIES. 

MARIA APARECIDA °ISES CAMILLO 

Usually, isolated hunan growth hormor.e 

(hGH) appears not to be a single substance, but a mixture 

of different proteins originated by the action of hydro -

lytic enzymes, acetilacion, dimerizaticn, desamidation cr 

also it might present different aminoacid sequences. Re -

cently, several papeis have presented the idea that possibly 

each of the hGH forms might be actually a distinct horacr.e , 

with a proper physiological role for each form. The main 

difficult to work in this field is to obtain , through a 

simple and reproducible technique , an homogeneous amount 

of each variant. 

The present woik describes an extracting 

method for hGH from frozen human pituitaries with high yield: 

8,7 mg per processed gland. The preparation die not present 

mass variants as shown by homogeneity in a SDS-PAGS 10 \ sys

tem. Molecular weight calculated by this method was 21.5=7 

+ 196 d3ltons. Among the charge variants , the integral fcrr. 

(hGK-22!<) performed 63% of the preparation (calculated by 



PAGE 7% analysis). 

Isoelectric focusing studies made it 

possible to isolate an integral variant of the total pre -

paration of hGH. The main peak localized at PI 5,12 was 

pooled and chroraatographied on a Sephadex G-SO column to 

remove the ampholines and sucrose. After liophylization 

the protein was analysed in polyacrylanide gel electro -

phoresis showing only one protein band that corresponds 

to the 22 K variant. The protein prepared by this method 

had phenylalanine as the amino terminal group; it did not 

present free -SH groups; maximum extinction in ultraviolet 

absortion spectrum was at 277 nm; it had a molar extinction 

coefficients of 14.888 and E,. 6,92. The protein showed 

immunochemical identity with total hGH preparation and 

proved to be biologically active as shewn by body weight 

increase of the hypophysectomized rats. 
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I. INTRODUÇÃO 

1. HISTÓRICO 

Desde o fim do século XIX, acreditava-se 

que a glândula pituitâria era o centro regulatôrio do 

crescimento. Entretanto, isto semente foi confirmado em 

1944, por LI & E.ANS, ao demonstrarem a ação do hormônio 

de crescimento (HC), isolaâo de um preparado homogêneo 

de glândulas bovinas, em ratos hipofisectomizados. No en 

tanto, BEKNETT (1950) e KNOBIL (1954) ao administrarem o 

HC bovino no homem e no macaco não observaram os efeitos 

esperados. Todos os trabalhos clássicos mencionados, e£ 

tão citeios na Revisão de LI, C.K. (1968)(52>. 

Surgiram várias hipóteses para explicar 

este fato, por exemplo, que o homem não pcssuia um hormõ 

nio regulador do crescimento; que a inatividade observa

da era devida a preparações impuras, ou ao desenvolvimen 

to de resistência imunolcgica, ou ainda, considerava-se 

a possibilidade de existir uma diferença química entre 

os hormônios de espécies diferentes(1 ' ' l . Esta úl 

tima hipótese ficeu comprovada em 1956, quando LI & PAP-

KCFF^ ' isolaram o hormônio soir.atotrófico de hipófises 

humana e de macaco, e demonstraram a sua ação no homem e 

algumas diferenças físiec-químicas cem as dercais molécu

las. 



FIGURA 1 - Seqüência de aminoãcidos do hormônio de crencimento humano, 
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Atualmente r> s/qilênjia primária do HC de 

varias espécies é * >taX ou pitnr \LJse.ite conhecida, citan-

do-se como exemplos, o horaànio hu-.»ano*53' (vide *ig. 1), 
(83> » 

o bovino e o porcino * . QU-cndo < amparamos estas seqCên 

cias verificamos que há g^anis» segmentos homólogos entre 

as proteínas de diferente* espécies, mas as porções di£ 

tintas atribuem a cada -.«na ielas propriedades físico-quí-

micas próprias, por ext pio: pouco isoelitrico, número de 
(83) 

pontes de enxofre, conformaça> da molécula etc. 

A comprovação de tr.;e o HC de primatas era 

capaz de provocar efeitov meta: ôlf.cos no homem, levantou 

a possibilidade de que ele poderia ser utilizado clinica 

mente, notadamente na terapia substitutiva para os casos 

de nanismo hipossoraatotrõfico. RABEN, em 1958v ', foi 

o primeiro a empregar o HCH em terapia, relatando uma ac£ 

leração na velocidade de crescimento estatural de pacien 

te. Assim, há mais de 25 anos o HCH tem sido administra 

do a pacientes com deficiência deste hormônio. 

Atualmente, sabe-se que o crescimento re 

sulta de uma série de efeitos metabólicos, fisiológicos e 

anatômicos que estão resumidamente esquematizados na tàce 

lal.<80> 

Assim que ficou estabelecida a eficácia 

clinica do HCH os pesquisadores depararam-se com o proble 

ma de obtenção de hipofises humanas para as extrações. Em 

algun3 locais, por e::smplo, os Estados Unidos da Améri, 

file:///LJse.ite
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TABELA 1 - AÇÕES DO HORMÔNIO DE CRESCIMENTO 

- Estimulo de transporte de aminoâcidos. 

- Estimulo de síntese protêiea cm muitos tipos 

celulares. 

„ „ . -. . - Estimulo de síntese de AD3/AR3 em muitos tipos 
Jietaboiic&s 

de células. 

- Estimulo de síntese de poliaminas. 

- Estimulo de lipólise. 

- Inibe a ação da insulina no metabolismo da glî  

cose. 

- Aumenta o fluxo sangüíneo nos rins, a taxa de 

filtração glomerular e a reabsorçao tubular de 

_. . _ <• . PO, • 
Fisiológicas * 

- Aumenta a taxa metabólica basal. 

- Estimula o crescimento ósseo. 

- Estimula a eritropoiese. 

- Expande o espaço para o fluido extracelular. 

- Acelera o crescimento linear 

- Reduz a massa adíposa »i ausenta a massa de ÍU£ 
Anatômicas .. .. - J - / - i ** J -• 

tentação do organismo (musculo, fígado, rins , 

coração, pancreas, esqueleto e tecido conecti-

vo) . 
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(94 71) - Í90* 

ca * e Grã-Bretanha ' foram criados Bancos Nacio

nais para Coleta de Hipôfises. Para se conseguir um su 

priraento adequado foi necessário montar um sistema de co 

leta complexo e de funcionamento perfeito. Mesmo assim, 

por mais eficiente que seja o sistema, a demanda tem sî  

do sempre superior . 

Em face das dificuldades expostas, duran 

te a década de 1970 desenvolveram-se pesquisas que visa 

vam encontrar um produto que pudesse substituir o HC ex 

traído de hipôfises humanas. As experiências realizadas 

neste sentido concentravam-se na busca de fragmentos sin 

téticos ativos ou a obtenção de produtos resultantes de 

digestão enzimãtica, principalmente do HC bovino. A sín 

tese química integral foi e continua sendo inviável, pois 

o HCH é uma molécula muito grande (191 aa) para esta me 

todologia. Quanto a segunda possibilidade, apesar de se 

ter conseguido isolar fragmentos com atividade somatotrô 

fica no homem' , sua aplicação em clínica não foi pos_ 

sível por causa da elevada antigenicidade. 

0 advento da tecnologia do ADN-recombinan 

te e o subseqüente desenvolvimento neste campo, sugeri

ram que HCH poderia ser produzido -jmerclalmente por es 

ta técnica. 0 problema foi muito simplificado por ser o 

tecido hipofisário relativamente rico de ARM mensageiro 

para esta proteína; e ela não ser glicosilada. Assim, o 

mARN para o HCH foi isolado de pituitirias de adultos e 
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o cADN correspondente aos resíduos 24-191, foi produzido 

por técnicas enzirtãticas. O fragmento ae ADN correspon

dente aos resíduos Ia 23, com o -NH, terminal adicional 

(metionina), foi produzido por síntese química; e enzir.a-

ticamente combinado com a porção co -respondente ao -COCH 

terminal. Este gene, com o código para o HCH biosintéti

co (Met-HCH), foi inserido no genoma de FSCHERICHIA CCil 

K 12 e apôs o crescimento da bactéria em meio de cultura 

- (29) 

adequado, o hormônio humano e encontrado no citosol* . 

O HCH pode ser isolado do lisado, após desintegração ca 

bactéria, sendo purificado por métodos convencionais de 

separação bioquímica* . 

Provas físico-químicas, biológicas e toxî  

cqlógicas parecem evidenciar a identidade das duas prepa

rações , ou seja, do HC pituitãrio e do obtido por "enger.ha 

ria genética", exceto pelo resíduo de Metionina na posi-
Í23) 

çao-NH- terminal presente no segundo . 
Tem sido uma preocupação constante, per 

- (2W) 

questões de segurança v ', que o grau de pureza destas 

preparações para uso clínico, seja o maior possível (per 

to de 1005). Pode-se estar na presença de contaminantes 

de origem bacteriana, do qual pouco se sabe sobre suas pr£ 

priedades, concentração e principalmente quais as implica 

ções que pedem ocorrer. 

Já existem relatos sobra os prireiros ez 

saios realizados no Japão, em humanos voluntários normais. 
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As respostas obtidas para o Met-HCH e o pit-KCK foram se 

melhantes nos diversos parâmetros analisados: E.C.G.» con 

tagem sangüínea, nível de ácidos graxos livres e aumento 

í 61 92) 

de somatomedina A * . 

A produção em grande escala do KCH por 

bactirias em cultura significa un grande avanço para a 

terapia. 

0 Brasil, as3in conto muitos outros países, 

ainda não dispõe totalmente dessa tecnologia para a produ 

ção do KCH em grande escala. Entre nós já existem inves

timentos e diversos grupos de pesquisa se dedicando à 

área. Por enquanto, o tratamento de pacientes hipossoma-

totróficos ainda é feito por hormônio extraído de pituitá 

rias humanas. 

2, HETEROGENEIDADE DAS PREPARAÇÕES DE HCH 

0 refinamento das técnicas de análise ce 

proteínas e, principalmente, a introdução da eletroforese 

em gel de poliacrilamida((EGPA), permitiram verificar que 

as praparações de HCH apresentavam uma heterogeneidade 

.. . , , (16.87,83) 
quanto aos aspectos fisiccquimicos ' ' 

Esta observação gerou muita discussão, po 

is, se alguns pesquisadores acreditavam tratar-se de art£ 

fatos e/ou contaminações resultantes dos processos de ex 

tração; outros atribuíam a hetarcçeneidade a caractsríst^ 
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cas da propria molécula . Na realidade ambas as pos_i 

çoes estavam corretas. No decorrer dos anos foi possível 

demonstrar a presença de outras proteínas em preparações 

de HCH, como enzimas proteolíticas* ' e outros hormônios 
f59 96^ 

pitúitários * . Mas com o aprimoramento dos métodos 

de purificação, estes contaminantes foram eliminados, e 

no entanto, a heterogeneidade persistiu. Várias observa 

ções evidenciaram tratar-se de multicomponentes derivados 

de uma mesma molécula denominada HCH íntegro, ou nativo 

ou HCH-22K. 

Diversas variantes foram caracterizadas a 

partir de diferentes fontes, por exemplo, extratos de dî  

( 83) 
ferentes origensv ', do meio de cultura de tecido hipof î  

sãriov , de preparações de Met-HCH ̂  ' ' e diretamente 

do plasma de indivíduos normais e de acromegãlicos '. 

Neste ponto cabe uma ressalva: aos diver

sos componentes presentes em uma preparação de hormônio 

de crescimento, com atividade biológica semelhante, cha 

mou-se inicialmente de "isohormônios". Atualmente este 

termo tende a ser substituído por "variantes", com exce

ção talvez do 20X, que poderia ainda ser designado como 

isohormônio. Esta alteração de nomenclatura decorre das 

recomendações da IUPAC-IUB "Commission on Biochemical No 

menclature" (CNB), de 1976*37*; onde é sugerido que o ter 

mo "isoenzima ou isozima" seja reservado para múltiplas 

formas de enzimas surgidas por diferenças determinadas ge_ 
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netlcamente em sua estrutura primária, e não para os derî  

vados resultantes de modificações na mesma seqüência prî  

maria. 

As diferenças entre as variantes do HCH, 

atualmente, tem sido atribuídas ã modificações: 

a) Põs-ribossomal: como agregação, forma 

çao de âxmeros p^r pontes âissulfeto, desamidaçao, altera 

ções por enzimas proteolíticas etc. 

b) Pri-ribossoraal: que implicaria a ori 

gem da variante ou isohormônio 20 K. 

Faz-se a identificação de cada variante , 

tomando-se por base, principalmente, a migração em EGPA e 

por características físico-químicasv ' . Para quase 

todas, foi demonstrado possuir atividade biológica, haven 

do inclusive, trabalhos qv> indicam que as formas mais 

ácidas possuem maior potência em promover o crescimento 

corporal^35'. 

Estes multicomponentes podem ser classify 

cados em "variantes de carga" e em "variantes de massa". 

No primeiro grupo, a diferença está na carga molecular to 

tal do horrr.ônio, e no segunda há hetercgeneidade de tanwa 

nho. 



ic 

2,1 - VARIANTES DE CARGA 

2,1,1 - Fo*aa* Inzimatxcaatntt Mtt*.a.da& 

Estas variantes foram isoladas de extra

tos pituitãrios crus ou de HCH grau clínico ou iraunoquími 

co e se mostraram idênticas em tamanho molecular mas apre 

sentaram um aumento progressivo na carga molecular total, 

ou seja, uma diminuição do ponto isoelétrico. As fonas 

mais ácidas D e E são de particular interesse porque abio 

atividade medida por ensaio lactoçênico, ensaio da tíbia 

em ratos e capacidade de aumentar os níveis plasmáticos de 

somatomedina, mostraram-se três a oito vezes maior que a 

forma íntegra ou 22x . No ensaio de aumento de peso 

em ratos hipofisectomizados, a forma mais ácida (E) fci 

apenas duas vezes mais potente que o 22K. 

Podem ser produtos de uma ou mais cliva

gens. O ponto exato do rompimento da cadeia para se cb 

ter estes aurentos de atividade não são conhecidos, erio 

ra a procura de uma ou mais enzimas que pudessem produzir 

quebras similares ãs encontradas nas fornas isoladas* ve±a 

sendo objete da atenção de muites pesquisadores1 ' ' ' 

73) 

A região da molécula entre os resíduos 134 

e 150 é muito sensível ã ação enzimãtica. BAUMAN e NIS£ 

LZY (1979) * ' mostraram que a plasnttna ccr.verte B para D 

e E por clivaçem proteclítica na alça iraior. Alguns cen 
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tos de clivagem cem as formas obtidas estão esqueieatiza-

dos na figura 2 ( 4 7 ). 

SINGH et ai. (1974)(3l> isolaram e carac

terizara» por EGPA quatro variantes de carga de HCR a par 

tir de extratos salinos de glândulas pituitãrias. Estas 

formas denominadas a ,a., a,, c 0 parecem ser similares «st 

ternos de Robilidade eletroforética* respectivamente, às 

formas B, C, D e F descritas por CHR.VQACH (1973)(16) e 

(88) 
SXYLER (1977) x '; embora esta correlação nao tenha sido 

estabelecida formalmente. 

A taxa de depuração renal dos hormônios 

enzimaticamente modificados é significativamente mencr do 

que para a forma 22X; fato est* que poderia explicar, er» 

parte, o aumento de atividade cbservacc . 

2.1.2 - HCH-UK 

Pela análise er. SDS-EGPA foi identificada 

una variante do ECK na ncsiçãc ds 24.000 «j**1»86). Esta 

variante parece ser produto de u-a alteração enzimática 

especifica, pés-ribosscxal( . 'ícstrou-se idêntica ao 

IICH-22K, exceto por um roir.pimer.to na cadeia pectídica en 

tre os resíduos 139-140, originando ur.a forma de duas ca

deias. Mão há perda de arinoácidcs. Esta clivagem gera 

ur. aumento no raio molecular, levando a un acréscimo a?£ 

rente no peso molecular. 

http://roir.pimer.to
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* 3 

!,iHJ...Pro-Arj-Thr-aiy-GI'i-Il«-Pny.ys
lGlu-Trir-Tyr-S«r-lys-Ph« 

135 / l*ü 145 

24 IC 

A$p-Thr-Asn-Str-Hl!-Asn-Asp...CjCH 
isn > 

Dcsimldeda 

FIGURA 2 - Esquema dos sítios de ataque ensimãtico na mo 
do HCH. As clivagens ocorrem na região entre 
síduos 134 e 150 e_resulcan na remoção de peq 
peptídeos e formação de variantes com duas ca 
As formas a- e a-, foram isoladas de extratos 
tários; as formas S,, S, e S~ foram purifícad 
partir da digestão limitada do HCH por subtil 
A formas S» e S, diferem apenas no resíduo 15 
em S2 e Asp em 83. A variante 24 K possue 
uma clivagem na ?he 139. 

lecula 
os rei 

uenos 
deias. 
pitui-
as a 
is ina. 
2: Asn 
apenas 
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A variante 24 K apresenta-se inativa no 

ensaio da tíbia, mas em ensaio lactogenico ê mais potente 

do que o HCH-22 K. Isto levou a se pensar na possibilida 

de de que a atividade prolactínica, visualmente associada 

ao HC, seja devida ao HCH-24 K(15»A7>. 

Esta variante ainda não foi detectada no 

plasma, mas os fatores limitantes podem ser sua baixa con 

centração e a falta de um anticorpo específico* . 

2,1,3 - FcMmaA dz lUqKaç.â.0 Lznta. 

As formas "slow" e "slow-slow" foram iden 

tifiçadas em EGPA (pH 7,8 e pH 10) na presença de uréia , 

onde apresentavam uma migração mais lenta do que a forma 

íntegra'45>. 

O componente 22 K, se retirado do gel e 

reanalisado neste sistema, não apresenta estas formas len 

tas. Isto demonstra que não está havendo a convr.rsão do 

HC nestas formas por exposição ã uréia. Parecem não po£ 

suir peso molecular maior do que o HCH, o que exclui a po£ 

sibilidade de serem agregados. Por análise em SDS-EGPA 

não se evidenciou a presença de fragmentos . 

Tem sido sugerido' que as propriedades des_ 

tas formas alcalinas resultam da exposição de aminoácidos 

básicos escondidos, quando a proteína é colocada na pre, 
(47) 

sença de um agente desnaturarte 



14 

A menos alcalina das duas formas possui 

atividade semelhante a prolactina maior do que o HCH, em 

K>_.: a curva dose - resposta não seja paralela ao contro 

le, tratado com prolactina. Por RIE as duas formas sâo 

essen:ialmente equipotentes 

2.1.4 - FoA.ma Vaamidada 

A desamidação i acompanhada por liberação 

de amônia. Cada componente de migração mais rápida seria 

formado pela perda de um mol de -NH.. Nesta reação, não 

se observam alterações nos aminoãcidos terminais t predo

mina quando o meio é fortemente alcalino e com alta força 

iônica . Supõe-se que nestas condições o hormônio po 

deria sofrer modificações estruturais, por exemplo, sofrer 

desdobramentos expondo os radicais passíveis de perderen 

um grupo amlda (Glutamina e As^araçina). 

Estas alterações parecem direcionar o pori 

to de clivagem enzinãtica na cadeia peptldica do hormônio, 
(45) originando produtos diferentesN '. 

2.1.5 - HCK cow o gxupo anino tiKminal bloqu&ado 

A forma "Fast" foi descrita por LEWIS 
(45) (1979)x ' em EGPA, pH 7,3, or.de apresentava uma migração 

um pouco maior do que o componente principal. Possui ur.a 

http://or.de
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carga quase idêntica â forma desamidada analisada por iso 

eletrofocalizaçao, no entanto, em eletroforese em disco 

migra mais lentamente, provavelmente por fatores estêri-

cos. 

A análise estrutural indicou um bloqueio 

do aminoâcido amino-terminal por ura grupo acetilo (Acetil-

Phe-R). Esta alteração é provavelmente responsável pelo 

seu comportamento em eletroforese em disco e em DEAE-celu 

lose. 

Esta variante possui atividade somatotrõ-

fica e parece constituir 5% do HC da glândula pituitãria. 

2,2 - VARIANTES DE MASSA 

2.2.1 - Vlmzfio 

Na análise de extratos pituitários em gel 

filtração, obtem-se inunorreatividade para o HCH em duas 

regiões. A primeira corresponde ao PM de 45000 d (45 K) 

e a segunda a 22000 d (22 K). Alguns autores obtiveram a 

dissociação do 45 X em duas moléculas de 22 K, por trata 

mento com guanidina ' ou com g-mercaptoetanol e uréia" , 

Acredita-se que seja formado principalmente por ligações 

dissulfeto , mas não fica excluída a possibilidade de li, 

gações não covalentes. 

0 dímero dissulfeto do HCH demonstrou ser 
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essencialmerte inativo em promover o crescimento, ras se 

reduzido e alquilado, a atividade ê recuperada . 

Assemelha-se à forma "Big" detectada no 

plasma ' ', mas a sua função fisiológica ê desconheci

da. Considerando-se que apresenta ligação especifica con 

receptores de HC e de lactogênio1 ' esta forma merece e£ 

tudos mais minuciosos. 

2,2,2 - HCH-20 K 

A variante 20 K parece ser um produto di

reto do gene, portanto, diferindo das demais variantes , 

não é resultante de modificações põs-ribossomal do 22 K . 

Ê uma única cadeia polipeptídica; idêntica ã forma 22 K 

exceto pela ausência de ura segmento de 15 aminoácidos ccn 

posto pelos resíduos 32 a 46; o que lhe atribui o P.M. cs 

20.000 daltons(46). 

(99) 

WALLIS (1980)v sugeriu que a remoção 

dos 15 aminoácidos da porção interna da molécula, seria 

originada pela presença de seqüências de inserção no gene, 

ou *>eja, cue a ausência deste segmento na proteína fosse 

devido a íntrons no gene. Uma outra possibilidade sugerî  

da foi a presença de Vj.au alternativas de síntese para o 

KCK-22 K e o HCH-20 K, em que a glândula pituitária pro

cessaria o HCH-mASN por uma ou duas vias diferentes. 

O 20 K é cerca de 103 do HC pituitário , 

http://Vj.au
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estimula o crescimento e possui algumas atividades seme

lhantes ao HC, enquanto que outras atividades estão ausen 
fA7\ 

tes ou diminuídas '. 

A variante 20 K possui cerca de 20 a 40% 

125 

da capacidade do HCH em deslocar o I-KCH de seu anti

corpo^ * '. Esta reação cruzada tem dificultado a pro 

dução de anticorpos específicos contra o 20 K, impedindo 

medidas diretamente no sangue. 

2.2.3 - Fftto/t Viabitoqi:\ico 

Entende-se por diabetoginese a produção 

de hiperglicemia e hiperinsulinemia apôs injeção da subs

tância teste em cachorros em jejum hã 10 horas. 

Foi demonstrado que uma preparação homogji 

nea de HC era inativa quanto ã capacidade de produzir dia 

betogSnese; enquanto que una variants mais ácida era evjL 

dentemente ativav . Finalmente, um fraçr.ento cem peso 

molecular entre 5.000 e 10.000 d que apresenta esta ativi 

dade foi isolado por DEAE-celulcse, utilizando tanpão bi 

carbonato de amônio e urlia. **'' 

Hã muitas indicações de qua a molécula in 

tacta do HCH não é un fator pituitário cem propriedades 

diabetogênicas. Poderia ser o substrato de uma reação en 

zimâtica cujo produto apresenta esta atividade, mas não 

há um consenso sobre que parte da molicula do hormônio se 

file://i:/ico
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ria a responsável por esta atividade. Ha, ainda uma se 

gunda possibilidade, embora remota, de que não o HCH mas 

um peptideo contaminante da preparação seja o elemento re£ 

ponsãvel por esta propriedade* . 

3. CONJETURAS SOBRE AS FUMÇÒES DAS VARIANTES 

As atividades fisiológicas caracterizadas 

para o hormônio de crescimento (resumidas na tabela 1) 

vão, no decorrer dos estudos, sendo atribuídas â cada va 

ri an te. 

Diversas suposições foram fomuladas para 

tentar explicar o amplo espectro de ações fisiológicas e 

a multiplicidade de formas do hormônio de crescimento. 
(12) * 

B03NST2IN1 ' propôs que a molécula intacta do KC atuaria 

como um prô-hormcnio para pequenos peptídeos ativos, caca 

um com uma ação netabõlica restrita e especifica. LZVINZ 

e LUFT ' sugeriram que o KC i ão seria una única substan 

cia e sim duas, una com ação anabólica e outra catabõli-

ca. MILLS(0 ' propôs que a diversidade de ações estaria 

ao nível de uma variedade de receptores, cada um desenca-

deiaria uma ação fisiológica distinta, reagindo com diíe 

rentes porções da nolicula do hormônio. 

A presença das variantes suporta as trss 

possibilidades: cada uma delas pode reagir cem seu próprio 

receptor, ou pode servir de substrato em una reação protac 
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lítiva específica, originando fragmentos com afinidade 

por determinados receptores. 

Se o KC serve como um prõ-horraônio, todo 

o necanismo que permite as clivagens especificas deve ser 

encontrado. Poderia se pensar que nos processos fisiolô 

gicos houvesse um direcionamento para estas clivagens , 

por exemplo, através das duplas de aminoácidos básicos. 

(0 HCH possui apenas um par: Arg,fi7-Lys16a) ou pela desa 

midação (freqüente nos resíduos de Asn e Gln) . 

A acilação do -NH-terminal poderia alt£ 

rar o arranjo da cadeia peptídica expondo novas áreas pa 

ra o ataque proteolítico. A substituição de aminoácidos 

em duas formas alcalina* de HCH pode, não s5 alterar a 

estrutura terciaria, como também formar seqüência de du 

pias básicas para clivagem. 

A ausência de 15 aminoácidos na variante 

20 K, altera o arranjo da cadeia peptídica o que poderia 

expor novas partes da molécula. Considerando-se o fato 

que o 20 X é mais resist tnte â proteõlise do que o HCH 

, sua menor atividade hiperglicêmica pede ser devi

da ã incapacidade de se produzir um fragmento cem esta 

atividade por clivagem. Fato semelhante pode ocorrer pa 

ra díneros dissulfeto intercadeias. Assim, alterações 

pós-tradução podem fornecer uma variedade de fragmentos 

a partir da um número pequeno de estruturas. Mas estas 

alterações também podem produzir estruturas inativas, por 
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exemplo» HCHi»i34» cuJo arranjo espacial pode estar ini

bindo à ação enzimãtica. A regeneração da atividade bio 

lógica por recombinação de fragmentos, assim como o aumen 

to da atividade para o hormônio de duas cadeias podem ser 

atribuídas a uma configuração mais favorável do substrato 

para interação com a enzima. 

Nenhum peptldeo se mostrou eqflipotente em 

base molar com o KC intacto. Isto pode ser devido ao fa 

to de que o crescimento somático ê resultante da ação de 

um grupo de fragmentos, mas a ação de cada peptídeo isola 

do i uma reação celular bem definida. 

Diante de todos os tópicos postos em foco, 

relativos ãs dúvidas e hipóteses relacionadas com a mole 

cuia do hormônio de crescimento hurtano e as cuas variantes 

e sua fisiologia, fica evidente que para um estudo inicial 

neste campo é necessário o desenvolvimento de métodos pre 

parativos deste hormônio e o isolar.ento de cada um de seus 

componentes. 

Neste sentido, durante o desenvolvimento 

desta dissertação buscaremos descrever um esquema de ex 

tração simples e cem alto rendimento para o hormônio de 

crescinento a partir de hipófises humanas congeladas. E 

em uma fase seguinte, obter o isolamento da forma Inte

gra, o HCH-22 K. 

Após os dois processos serão realizados en 

saios de pureza e caracterização química e/ou biológica e 

ir.unológica do horr.õnio isolado. 
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II. MATERIAL E MÉTODOS 

1. EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DO HCH 

1,1 - ASPECTOS GERAIS 

Para a obtenção do HCH para uso clinico 

existem, basicamente, dois processos que evitam a deterio 

ração das hipófises coletadas até a sua extração: a con

servação em acetona e o congelamento. 

O primeiro método não necessita de condi

ções especiais de temperatura, permite o armazenamento de 

grande número de glândulas durante vários anos â tempera-

rura de 4°C, sob a forma de põ acetonizado, que possui car 

ca de 1/6 do volume original, sendo vantajoso para o trans» 

porte e armazenamento. Contudo, os processos de extração 

do hormônio deste material são relativamente drãsticcs, 

empregando-se ácido acitico glacial aquecido * ^, soluções 

fortemente ácidas(75) ou alcalinas(59'68'91'101). 

As hipófises congeladas, obviamente não 

oferecem as mesmas facilidades para armazenamento e trar.£ 

porte, mas por outro lado, fornecem melhor rendimentoÍ6A\ 

calculado em miligrama de HCH extraído por grama ce hipó-

fise processado; permite a utilização de soluções tampões 

diluídas com pH próximo ã neutralidade, e dá origem a uma 

proteína com menor tenáincia ã agregação e com mencr ar.ti 

çsnicidsde(34). 
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Escolhemos o método de ROOS et alii 
f 78 ̂  — 

(1963) para o processo de extração por utilizar M 

pôfises congeladas, condições suaves de extração, seguir 

uma metodologia simples, fornecer uma proteína pronta pa 

ra a utilização clínica, além de permitir uma po*-*-erior 

obtenção de outros hormônios pituitãrios como LH, FSH, 

PRL etc. 

Foram introduzidas várias alterações vi 

sando automatizar algumas fases e diminuir o tempo de 

manipulação do extrato. 

Durante toda a extração houve uma preocu 

pação com o grau de pureza do KC isolado e com o rendi

mento do processo. 

1,2 - PASTS EXPERIMENTAL 

1,2.1 - Extxaião 

As hipõfises humanas utilizadas na prepa 

ração foram obtidas do Instituto Médico Legal e do De_ 

partamento de Anatomia Patológica da Faculdade de Medî  

cina da Universidade de São Paulo. 

Logo após a coleta/ as hipõfises foram 

congeladas (-20°C) e mantidas nesta condição atá a rsa 

lização do processo de extração. Vinte e quatro horas 

antes de iniciarmos a extração, elas eran transferidas 
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para a geladeira (5-8°C). 

Inicialmente, foram lavadas com 250ml de 

solução salina (cloreto de sódio 0,87% em água destilada) 

a 5 C. Em seguida, transferidas para o homogeneizador 

que mantinha o recipiente com as hipôfises mergulhada e~ 

banho de gelo. Utilizamos tampão fosfato de sódio 0,03 M 

(pM 6,2) contendo 5 mM de EDTA, 0,02 de azida sõdica e 

50 UI/ral de Trasylol. Trasylol i o nome comercial de un 

inibidor enzimâtico produzido pela Bayer. Quimicamente, 

é denominado de aprotinina. 6 uri polipeptídeo básico 

(P.I. 10,5), cor.posto de 58 resíduos de aminoãcidos ccr. 

peso molecular ao redor de 6500 d, e que possui grande 

tendência a fornar dlmeros. 

As fases ôa extração estão esquematizadas 

na figura 3 . 

Todas as centrifugações foram realizadas 

ã temperatura entre 4-3°C em uma centrífuga refrigerada, 

a 11750 rpm (16000 g). 

A homogeneização das glândulas foi reali

zada em três fases: a primeira foi subdividida en duas 

fases de 2 minutos, cem respectivamente 1,5 e 3,0 ml de 

tampão por grama de tecido. A «segunda foi realizada ccr. 

5 ml por grama e a terceira com 1/4 deste volume. Ao ter 

mino de cada hor.cgeneizaçao houve uma centrifugaçao nas 

condições já descritas. 0 precipitado resultante, ainda 
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HIPOFISES 

Sobrenadante I 
(Estocado a-20°C) 

Sobrenadante 2 
(Estocado a-20°C) 

Sobrenadante 3.4e5 
(Estocado a-20°C) 

Lavagem 
\- homogeneização 
Centrifugação 

Precipitado 
Z- homogeneização 
Centrifugação 

Precipitado 

Lavagem com agitação 
mecânica durante 2hrs. 

Centrifugação 

Precipitado 

Sobrenadante Ia 5—*. descongelados—» pH6,2 4- NoOHlN—•> pH7,0 

Centrifugação 

SobTê^adonte + (NH4 )s S04 SATURADO ( V / V ) 

Precipitado 

Centrifugação 

S o b r e n o d o n t e Precipitado + H2O dest. c/5m.M EDTA 
0 . 0 2 % Azido So'dico, 50UX/ml Trosylol 
+ NoOH 0,1 H ate' pH 7,0 

Centrifugação 

Precipitado Fro cão Solúvel 

/ 
Cromotogrofío (Sophodex G-100Grosso) 

FIGURA 3 - ESQUEMA DA EXTRAÇÃO DE HCH. 
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foi lavado por sutis duas vezes con um volume menor de 

tampão, ficando sob agitação mecânica por 2 horas em ca_ 

da caso. 

Ao final de cada centrifugação, os sobrc 

nadantes foras coletados separando-se aiaostras de 1 si 

para dosagens protêicas, que forara mantidas congeladas 

enquanto se processava as demais lavagens, a fin de se 

determinar o rendimento da extração. 

Terminada esta fase os sobrenadantes fo 

ran misturados e neutralizados com hidróxido de sódio 

IN. Em seguida, foram centrifugados nas condições já 

descritas. 

O volume total dos sobrenadantes foi me 

dido e um volume igual de solução de sulfato de amônio 

saturada a 5°C, foi adicionado lentamente por uma bomba 

peristãltica, e sob agitação continua por meio de umagî  

tador magnético. ílecliçenciando-se a pequena contra 

ção de volume, esta solução i considerada ccmo sendo 

50% saturada em sulfato de amõr.io. Terminada a adição 

da solução salina, o extrato pemaneceu sob agitação su 

ave e lenta durante toda a noite. 

O precipitado foi coletado por centrifu

gação e retomado em 50 ml de água destilada contendo 5 

rrJ-I EDTA, 50 Ul/ntl de Trasylol e 0,02% de a2ida scdica. 

Procedeu-se novamente a neutrali2açio do ?H, cem hidró 

xido de sódio 0,1 ?!. Finalmente, a suspensão foi agita 

da (30 minutos) e centrifugada. 
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1 , 2 . 2 - VillUilOLZÕLO 

Dividiu-se a fração solúvel em alíquotas 

de 10 ml, sendo posteriormente purificada en uma coluna 

refrigerada de 2,5 x 80 cm, contendo Sephadex G-1C0 gros 

so, equilibrada com tampão fosfato-glicina 0,5 M (pH = 

7,2) previamente esterilizado em autoclave. 

Coletaram-se frações de 3,5 ml nos tubos 

1 a 35 e 3,0 ml a partir do 35, sob um fluxo de 4,6 ml/ 

hora. 

O perfil cronatográfico foi obtido por 

leitura das frações pares em Espectrofotometro, em230n.t!, 

com cubetas de quartzo de 1 ml e percurso óptico de lcm. 

As frações correspondentes a cada pico fo 

ram misturadas e dosadas em seu teor protéico. 

1,2,3 - Pa*agem piotziza 

A dosagem protéica foi por nõs utilizada 

como um parâmetro para quantificar as taxas de rendimen 

to das fases do processo de extração. 

Para determinar o teor protéico das ar.o£ 

trás coletadas baseamo-nos no método de MILLER . Uti 

lizamos três soluções estoques, a saber: a) Carbonato 

de sódio 10% em hidróxido de sódio 0,5 JI; b) Tartarato 

ds sódio e potássio l"s; c) Sulfato de cobre 5%. Para 
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preparar o reagente tartarato de cobre, estas soluções 

foram misturadas nas seguintes proporções e seqüência: 

0,5 ml solução "c" + 4,5 ml solução "b" + 50 ml da so

lução "a" no momento de sua utilização. 

O reativo de Folin-Ciocalteou foi utili

zado diluído 1:10 (v/v) com água destilada. 

Por intermédio deste método é possível 

dosar amostras contendo, no máximo, 250 mg de proteína , 

em até 1 ml de solução. 

Para a curva de calibração utilizamos 

uma solução inicial de SAB 1,0 mg/ml da qual obtivemos 

outras soluções de menor concentração, diluindo esta so 

lução em água destilada, conforme a tabela 2. 

Obteve-se o branco 3o ensaio com 200 ul 

de água destilada e foi comparado com 200 ul do tampão 

que estão diluídas as amostras. Para as amostras cole 

tamos também 200 ul em duplicatas. 

Â solução protéica adicionamos 1 ml do 

reagente de tartarato de cobre, procedendo-se agitação 

logo após cada pinetagem. Ao final desta fase, os tubes 

permaneceram ã temperatura ambiente por 10 minutos. Ad_i 

cionamos, então 3 ml do reativo de Folin diluído sob agi 

tação e incubar.os em banho-maria a 50°C por 10 minutos. 

Decorrido este intervalo de tempo, os tu 

bos foram resfriados e determinamos a extinção em 650nn 

centra o branco do ensaio, em cubetas de vidro cem 2 cm 

de percurso óptico. 
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TABELA 2 - Diluições seriadas da solução padrão de SAB 1,0 mg/ 

ml para construção da curva de referência, e quant£ 

ficação do conteúdo de proteína nas diversas amos

tras de extração de HCH. 

DILUIÇÃO SOLUÇÃO 
PROTÉICA H2° D E S T* 

(ul) (ul) 

A 500 Sol.padr. 500 

B 500 Sol. A 500 

C 500 Sol. B 500 

D 500 Sol. C 500 

E 500 Sol. D 500 

VOL. NA 
REAÇÃO 

(ul) 

200 

200 

200 

200 

200 

TOTAL DE 
PROT. 
(ug) 

200 

100 

50 

25 

12,5 
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2. ELETROFORESE EM GEL DE POLI ACRILAMIDA 

2.1 - ASPECTOS GERAIS 

A e.'Vetroforese em gel de poliacrilamida 

é una técnica amplamente utilizada no momento, apresen

tando boa sensibilidade e alto poder de resolução. A se_ 

paração observada nesta técnica, baseia-se en caracteras 

ticas de carga e/ou peso molecular da amostra. 

Os géis de poliacrilamida formam-se apar 

tir de polimerizaçao via radical livre, do monomero acri 

laraida e de ligações cruzadas do co-monômero N,N-metile 

no-bis-acrilanida. Variando-se a concentração destes 

reagentes obtém-se diferentes graus de polimerizaçao, e 

conseqüentemente uma matriz com poros maiores ou meno

res. Assim, o tamanho dos poros pode ser ajustado de 

forma a se otimizar a separação dos componentes da amos_ 

tra. 

2.2 " PARTE EXPERIMENTAL 

2.2.1 - ES?* 7* 

Utilizar.os nesta fase experimental o mé

todo de DAVIS(13) e ORMSTSKI et aliiío6). 0 gel de se 

paraçao fci polimerizado usando riboflavina e luz ccmo 

catalizadcres. 0 gel de separação foi preparado en tu 
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bos de ensaio, seguindo a proporção das soluções es

toque, para obter uma concentração final de 7% em acri-

lamida e poros de aproximadamente 50Â. (1A+2C+4H20+1E) 

Utilizamos cilindros de vidro de 11x0,72 

cm abertos nas duas extremidades com 0,5 cm de diâmetro 

interno, vedados em uma das pentas con "Parafilm ". A 

seguir, agitou-se e colocou-se a mistura para a forma

ção do gel de separação nos cilindros com pipeta Pas

teur, evitando-se a formação de bolhas de ar. Para tan 

to, foi conveniente colocar, previamente, a solução em 

sistema de vácuo para eliminar o ar nela presente. A se 

guir, ajustamos a solução a uma oltura de 9,3 cm e com 

auxílio de uma pipeta Pasteur de ponta curva e muito fil 

na, adicionamos cerca de 100 ul de água destilada para 

evitar a formação de menisco na superfície do gel. 

Colocou-se a estante com os tubos a 7 cm 

de una fonte de luz fria por 45 minutos, para a polime-

rização do primeiro gel. Retiramos o "Parafilm " da ex 

tremidade inferior e secamos a água da superfície com 

papel absorvente. 

Aplicamos então, a amestra sobre o gel 

de separação, tendo estas um volume final de 150 ul (40 

ul de glicerol, 10 ul de azul de bror.ofenol 0,1 mg/ml e 

100 ul da solução protéica contendo aproximadamente 50ug). 

Paralelamente, a cada anestra analisada, 

cerriamos un branco e um controle de SA3. Mo branco es 
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tavam presentes todos os reagentes mencs a proteína, que 

foi substituída por um volume idêntico de tampão utiliza 

do na sua dissolução. Com a análise do controle, deter

minamos o Em da forma monomerica de SAB. Esta foi toma 

da como referência, para corrigir variações interensaios. 

Os cilindros cem as amostras foram trans

feridos para a cuba de eletroforese. Adicionamos lenta

mente sobre as amostras o tampão da corrida (tris-glici-

na 0,4 M , pK 8,3) diluído 1/10 (v/v) em água destila

da. 

A eletroforese foi efetuada em ur.a gela

deira (5-8°C) e teve uma diferença de potencial nunca su 

perior a 220 V e com 2 nA per gel. O ensaio foi inter

rompido quando o tracador chegou a 1 cm da extremidade in 

ferior do gel. Os géis foram fixados em ácido tricloroa 

citico 12,5% por 30 minutos, e em seguida, determinamos 

o perfil de proteínas em densitõnetro, sob luz Ü.V. (220 

a 310 nnt). A coloração foi feita em uma solução <2e 

C3B-R.250 0,25% durante 30 minutos sendo descorados con 

ácido acétice 75 e finalmente, fotografados. 

Por causa da pequena diferença de carga 

er.tre as variantes, a reprodutibilidade interensaios é 

vital para que se possa identificar os componentes das 

preparações do HCH. Fez-se o controle tonantío-se cemo 

referência a nidia des Rn da fração noncr.érica da SAB , 

determinado en 17 medidas intersaios. 
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A razão entre a média dos Rra e o obtido 

no ensaio que se er̂ tã analisando nos fornece um fator de 

correção, com os quais corrigimos os Rn obtidos para as 

variantes. 

REI de referência da SA3 
Fator de correção = •• 

Rm do ensaio para a SAB 

2.2.2 - SVS-EG7A 10% 

A análise em SDS-EGPA seguiu a metodolo

gia descrita por WEBER & OSBORN (1969)(100). 

Utilizamos uma placa de 10x6x0,1 cri, que 

continha aproximadamente 9 cm de gel de separação a 10% 

e 1 cm de gel mais poroso (5%) para alinhar a entrada 

das amostras. 

A 100 ul de amostra (con aproximadamente 

100 ug de proteína) foram adicionados 100 ul de solução 

desnaturante (tampão fosfato de sódio 0,02 M, 15 SDS, 

1% 8-nercaptcetanol). Em algumas amostras foi adiciona 

do 0,1 grama de uréia de forma a se obter a concentra

ção final de 8 M. Esta solução foi fervida em banho-na 

ria (e:n capela) durante 2 minutos. 

Para se obter a curva de calibração ?or 

PM utilizamos um Kit da Sigma, con os seguintes pontos: 

Soro albumina bovina (PM 66.000); Ovoalbumina 
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(PM 45.000); Pepsina (PM 34.700); Tripsinogênio (Kl 

24.000); Lactoglobulina (PM 18.400) e Lisosima (PM 14.300). 

Estes padrões receberam o mesmo tratamento descrito pa 

ra as amostras. 

Terminado o tratamento, a 100 ul desta 

solução adicionamos 10 ul de azul de bromofenol 0,05%, 

40 ul de glicerol e 5 ul de 8-mercaptoetanol. Desta mis_ 

tura final, foram aplicados 100 ul na placa com o gel 

de poliacrilamida. 

£m cada corrida foi possível a análise ce 

até 10 amostras. Na eletroforese propriamente dita utî  

lizamos tampão fosfato de sódio com 0,2% de SDS. A cor

rida foi ã temperatura ambiente, com uma diferença de pc 

tencial de 140 V e uma corrente de 210 mA, sendo inter

rompida com o traçador a 1 cm do final da placa. A fî  

xação, coloração e descoloração do fundo seguiu a meto

dologia já citada. 

As medidas das distâncias de migrações 

das proteínas e do traçador na placa foram feitas após 

o processo de coloração. 

2.2,3 - CálculQA 

Nos dois sistemas de eletroforese a mobi 

lidade relativa (Rn) foi calculada per: 
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distância de nigração da proteína 
Km = _ _ 

distância de migração do traçador 

Na técnica de EGPA, o Rn é uma caracterÍ£ 

tica de cada proteína, sendo útil como um parâmetro de 

(88) 

identificação. Baseado neste sistema, SKYLER (1977) ' 

propôs uma classificação das variantes do HCH. 

Na analise com SDS-EGPA, utilizando-se pa 

drões de peso molecular conhecido, foi possível construir 

um gráfico da mobilidade relativa (Rn) por peso molecu

lar. Zxpressando-se em escala semi logarítmica, obtém-

se uma relação linear e por meio desta é possível calcu-
(13) lar o peso molecular de uma determinada proteína.v ' 

3, ISOELETROFCCALIZAÇÁO 

3,1 - ASPECTOS GERAIS 

Desde que foi descrito que as variantes 

do HCH diferem principalmente pela carga, utilizaram-se 

vários métodos de fracionarento de proteína que se ba

seiam nesta propriedade cor*, a finalidade de isolar cada 

um dos componentes.(7,36,33,62,105) 

Toda proteína, ou outro anfólito qualquer, 

terr: o char.ado ponto iscelétricô (?I), isto é, o valor de 
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pH no qual a carga resultante ê zero. Se a proteína ê 

adicionada a uma solução com um valor de pH maior que 

seu PI (solução básica) ela perde prôtons, tornando-se 

carregada negativamente. Por outro lado, se o meio tî  

ver um pH inferior ao seu PI (solução ácida), o anfõli-

to captura protons tornando-se positivamente carregado. 

Em sistemas de eletroforese geralmente 

se utili2a um pH constante. No entanto, se utilizarmos 

arranjos que permitam variar o pH obtém-se um gradiente 

em que os menores valores estão no ânodo, e os maiores 

no cãtodo. 

Na constituição desse gradiente, utili

za-se um grande número de anfôlitos de cadeia alifática 

do tipo poliamlno-policarboxílicos. Cada uma destas 

substâncias possui seu próprio PI, diferindo das demais. 

Quando submetidas a uma diferença de potencial, se dis 

tribuem segundo suas características, formando ao longo 

da coluna um grande gradiente de pH. Estes compostos 

sao comercializados pela LX3 cemonomede "Ampholine"". 

A adição de una amostra protéíca ao sis_ 

tema fará com que esta adquira diferentes cargas molecu 

lares migrando pelo gradiente de pH até o valor de seu 

PI. Neste ponto a proteína está eletricamente neutra e 

irá estacionar (fig. 4). 

0 método de separação de proteínas por 

seu ponto isoelétrico en um gradients de pH é denomina-
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SA 4 - Distribuição de proteínas con diferentes PI ao 

longo do gradiente de pH gerado na isoeletrof£ 

calização. Ao atingir o valor de pH igual ao 

seu PI a proteína esta eletricamente neutra e 

para sua migração. 
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do Isoeletrofocalização. 

3,2 - PARTE EXPERIMENTAL 

Para a separação das variantes do HCH por 

isoeletrofocalização utilizamos uma coluna LKB modelo 

8100 (fig. 5 ). Esta possui dois compartiraentos distin

tos: um central (A) para o pólo positivo e outro externo 

(B) contendo o volume efetivo de separação (110 ml) e o 

pólo negativo. O isolamento entre os dois compartimen-

tos é importante, pois no polo positivo formam-se bolhas 

de gãs, que são eliminadas durante a corrida (S) sem in 

terferir com a separação, pois não entram no tubo exter

no. O tubo central pode ser isolado pelo fechamento de 

uma válvula (c), o que permite evitar a contaminação da 

amostra com a substância do eletrodo. 

Utilizou-se uma solução contendo 0,4 ml 

de etilenodianina e 14 gramas de sacarose em 14 ml de 

água destilada como pólo positivo. Cem a válvula fech£ 

da colocanos esta solução r.o tubo central. A seguir, a 

brimos a válvula e sobre esta solução adicionamos 5 ml de 

solução aquosa dt; sacarose (50%), e iniciamos a adição 

do volume de seoaracão. 

Para a formação do gradiente utilizamos o 

Gradiente Mixer LKB modelo 8121, constituído de dois r£ 

servatórios (-ig. 5 ). :io primeiro colccou-se a solução 
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Coluna para isoclctrofocalização 

A - Coapartimento central (polo 
positivo + ) 

S. - Saída de A. 

B - ConpartinenCo externo (polo 
negativo - ) . 

S, - Salda de B. 

V - Válvula. 

R - Sistema de refrigeração. 

f. 

M 

Jiua 
. IÍ*- !;.U 
r VI 

r 

é 

i 

-0=í, 
T^^-U' 

B 

1 

Sistema formador do gradiente 

A'- primeiro reservatório 
AMPHOLIJÍE pH 4-6 - 4 ml 
SACAROSE 502 - 50 ml 

B'- segundo reservatório 
AMPH0LI3E pH 4-6 - 1,4 oi 
HCH em HjO-OEST. (25 ng)-52,6 e! 

M - taotor de agi tação 
H - hélice para agitação 

S - saída para a coluna 

?IGÜRA 5 - Aparelhos utilizados para a IsoeléCroíocalízaçao, 
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aquosa de sacarose 50% com 3/4 do volume total de anfo-

lina utilizado, e no outro uma solução protêica com 1/4 

do volume total de anfolinas. 

A adição do gradiente ã coluna foi feita 

lentamente (0,5 ml/min). 

Adicionou-se, sobre o gradiente, ácido 

fosfõrico a 1% em água destilada, era volume suficiente 

para cobrir o eletrodo negativo (aproximadamente 5 a 

10 ml). 

Terminada a adição dos componentes, ini 

ciou-se a refrigeração da coluna através de um banho de 

circulação contendo una mistura 3:1 de água e etileno-

glicol, a 4°C. Esta tenperatura foi mantida por todo 

o tempo de eletroforese. 

Decorridos 30 a 45 minutos do inicio da 

refrigeração submeteu-se o sistena a uma diferença de 

potencial crescente de 300 a 600 volts durante 72 horas, 

e nanteve-se por mais 20 horas a voltacem final. Portan 

to, o tempo total de eletroforese foi 92 horas. 

Desligada a fonte de alta tensão, fechou-

se a válvula de comunicação con o tubo central e ccle-

tou-se o gradiente acoplando a saída da coluna a un co

letor de frações. Foran coletadas frações de 1,1 ml , 

com un fluxo de 0,5 ml/ninuto. 

Cetemir.ou-se o perfil de ?H obtido na 

isoeletrofocalização per leitura, en ur. potsncícr.etro. 
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As frações foram em secuida diluídas, adi 

cionando-se 1 ml de uma solução de bicarbonato de amô-

nio 0,1 M (pH 8,0) o que permitiu solubilizar as zonas 

protêicas isoeletricamente precipitadas. A leitura da 

absorbãncia em 280 nm foi feita em um espectrofotonetro. 

Utilizamos cubetas de quartzo de 1 ml e 1 cm de percur 

so óptico. 

3.2.1 - Cx.oma.toQfio-Ha zm Se.pka.dzx G-50 ftlno 

Para separar as anfolinas e sacarose da 

proteína empregou-se a cromatografia de exclusão molecu 

lar. Neste caso utilizou-se uma coluna refrigerada (5-

8 C), com a dimensão de 1,5 x 20 cm. A matriz foi S£ 

phadex G-50 fino e a solução de eluição foi bicarbonato 

de amônio 0,1 M, com cloreto de sódio 0,1 M (p: 7,8). 

As frações da isoeletrofocalização co£ 

respondentes ao pico da variante 22 K foram misturadas 

e submetidas ã cromatografia neste sistema. Para uma 

amostra da 5 ml aplicada â coluna foram coletadas 90 fra 

ções de 0,53 nl, sob um fluxo de 0,2 r.l/ninuto. 

O perfil de eluição da coluna foi determi, 

nado de duas naneiras diferentes: nela densidade óptica 

em 280 nn que evidencia a eluição sór.ente do componente 

protéico e pela reação de biureto ' que evidencia a 

eluição do cor.ponsnte protéico e das anfolinas. 

http://Cx.oma.toQ
http://Se.pka.dzx


3.2.2 - Reação dz biando 

Para esta reação utilizamos o reativo de 

biureto, que foi preparado da seguinte forma: 

Ãgua destilada 500 ml 

CuS04.5 H20 1,5 g 

Tartarato de K e Ma 6.0 g 

Hidróxido de sódio 103 300 ml 

Ãgua destilada .... q s p 1000 ml 

Mo ensaio, adicionamos 0,25 ml das fra 

ções ímpares da eluição da cromatografia em Sephadex G-

50 fino, 1,75 ml de solução salina (cloreto de sódio 

0,875) e 2 nl do reativo. 

No branco adicionados 2 ml de solução sa 

lina e 2 ml do reativo. 

A mistura ficou em repouso por 15 minu

tos, ã temperatura ambiente e, en seguida, determinou-se 

a absorbãncia de cada fração por leitura em 550 nm com 

cubeta de vidro de 2 cm de percurso óptico. 

4, IDENTIFICAÇÃO DO AHIMOÁCIDO -HH2 TERMINAL 

L\,\ - ASPECTOS G23AIS 

Os derivados sulfonamídicos do cloreto de 
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5-(dimetilamino)-l- naftalenosulfonila (DNS-Cl ou ciore 

to de dansila) começaram a ser utilizados em química de 

proteína por volta de 1952, em substituição aos deriva

dos do fluorodinitrobenzeno. 0 método inicial foi pos 

teriormente aperfeiçoado , sendo ainda hoje muito utî  

lizado nesta área. 

Estes derivados apresentam intensa fluo 

rescincia quando expostos â luz ultravioleta, o que fa

cilita a análise dos aminoâcidos terminais de peptxdeos 

e proteínas. A fluorescência obtida depende da polari

dade do solvente e do DH da reação. 

0 método de marcação é simples, ocorren

do em um meio contendo tampão bicarbonato e 50% de ace-

tona. A acetona suprime a ionização do grupo amino e 

solubiliza o reagente. 

Faz-se a separação para identificação dos 

aminoâcidos dansilados por cronatografia ascendente era 

folhas de poliamida. Estas são constituídas por grupos 

e-policaprolact-.amas ligados a folhas de pollester resis_ 

tentes a solventes . A corrida é bidimensional em 

três sistemas de solventes, conforme representado na fi_ 

gura 6. A resolução obtida é boa para todos os ami

noâcidos. No caso de se obter ambigüidades entre e-CITS-

Lys, a-DNS-His e DMS-Arg deve-se recorrer a una corri

da adicional na mesma direção que os sister.as de solven 

tes 2 e 3, cem fosfato-trisódico 0,05 M e etanol (3:lv/ 

v) . No caso do D?!S-ãcido cistéico a resolução r.elhora 
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2+3 

h 

ORIGEM 

-> I 

FIGURA 6 - Cromatografía ascendente em placa de poliamida (7,5 

x 7,5 cm), para identificação do aminoãcido -MH2 tej_ 

minai. A corrida e bidimensional e em três sistemas 

de solventes: 

19 - Xcido fórmi.o 1,53 (v/v) 

29 - Benzeno-ácido acético 9:1 (v/v) 

39 - Acetato de etila - Metanol-ácido acético (20:1:1) 

0 sentido de cada corrida está esquematizado no esqu£ 

ma acima. 
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com mais uma corrida na mesma direção do segundo siste-

(34) 
ma de solventes, usando amonio 1 M e etanol (1:1 v/v) 

Finalizando, é oportuno salientar que e£ 

te é um método rápido, sensível e de grande utilidade 

em química de proteínas. 

4,2 ~ PARTE EXPERIMENTAL 

Utilizou-se o método de cloreto de dansi^ 

Í34) 
lav ' para a identificação do -NH2 terminal do HCH-22K. 

Partimos de uma ampola contendo 100 ug 

de HCH-22X, licfilizado. A proteína foi dissolvida em 

100 ul de água destilada e a seguir adicionamos 100 ul 

de DNS-C1 (2,5 ng/ml em acetona), obtendo-se uma mistu

ra final com 50% de acetona (pH 9,8). A mistura foi ine 

diatamente agitada, selada com "Parafilm" e incubada por 

1 hora a 37°C, em banho-maria. 

Terminada a incubação, secou-se a amostra, 

evaporando-se o solvente. Adicionaram-se 50 ul de áci

do clorídrico 6 M, lacrando-se a ampola em vácuo. Pro 

cedeu-se ã hidrôlise por 18 horas, em estufa a 105 C. 

A amostra foi, então, centrifugada por 

10 minutos a 2.000 rpm (500 g) e o sobrenadante foi neu 

tralizado cem 50 ul de hidróxido de sódio 6 M, sendo em 

seguida evaporado. 



Adicionaram-se, finalmente, 50 ul de pi-

ridina concluindo-se as fases de marcação e hldroliseda 

proteína. 

A identificação do(s) resíduo(s) dansila 

do(s) foi feita utilizando cromatoçrafia ascendente em 

placa de poliamida medindo 7,5 x 7,5 cm , em três siste 

mas de solventes: 

19 - Ãcido Fórnico 1,5% (v/v) 

29 - Benzer.o-Acido acético 9:1 (v/v) 

39 - Acetato de etila - Metanol - Ãcido Acético 

20:1:1 (v/v). 

0 sentido de cada corrida está esquemati 

zada na figura 6. 

A amostra foi analisada em duplicata. Na 

primeira placa aplicamos, aproximadamente, 30 ul do hi 

drolisado em uma das faces e 10 ul do padrão de DMS-Phe 

na face opcsta, mas na mesrta posição, ou seja, as duas 

amostras se sobrepõem quando observadas por transparên

cia. Na segunda placa aplicamos na mesma face e na mes_ 

ma posição o hidrolisadc e o padrão cem volumes idênti

cos ao caso anterior. Todas as aplicações foram feitas 

lentamente utilizando-se uir. capilar de vidro e cor. o au 

xílio de um flu:<o contínuo de ar quente para apressar a 

evaporação do solvente. Em ambas as oiacas a difusão 
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das amostras não passou de 0,5 cr.. 

Antes de cada corrida no sis terra de sol

vente subseqüente, as placas forara completanente secas 

e examinadas sob luz ultravioleta, err. ursa canara escu

ra. 

5. DETERMINAÇÃO DE GRUPOS -SH 

5.1 - ASPECTOS GERAIS 

Sendo conhecida a seqüência primaria do 

KCH sabe-se que a molécula possui quatro cisteínas, que 

estão ligadas formando duas pontes dissulfeto (Cys 155-

Cys 53 e Cys 182-Cys 189). ( 8 5 ) 

As pontes delimitar, duas alças, que são 

geralmente esquenatizadas da seguinte forr.a: 

,\_J?,CO0H 

A identificação áa grupos -S';s. livras ?e£ 

mite verificar se houve ruptura destas pcr.t2S, o que 

constitui um parâmetro de observação da possíveis ait£ 

rações rolecuiarss causadas pela r.szodolccia «r.praçaca. 
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5,2 ~ PARTE EXPERIMENTAL 

Para a verificação de grupos -SH livres 

nas preparações de HCH (HCH total e HCH 22 K), utilizou-

se o método descrito por ELLMAN, G. (1959)l ' modifica 

do, e cisteína como padrão. 

A 0,5 ml da solução de proteína contendo 

0,1 mg juntou-se 0,88 ml de tampão tris-HCl 0,1 M pH 

8,0; 0,03 ml de solução de EDTA 0,1 M no mesmo tampão e 

3.0 ml de água destilada. Em seguida, adicionou-se ã 

mistura 0,02 ml do Reativo de Ellman (20 mg do ácido 5-

5'-ditiobis-2-nitrcbenzõico en 5 ml de tampão tris-HCl 

0,1 M, pH 8,0). 

Após 10 minutos, fez-se a leitura da ab 

sorvância en 412 nm contra o branco (Tris, EDTA, água e 

DTNB). 

Para pesquisar a existência de grupos -SH 

livres, porém "escondidos" e não acessíveis ao reaçente, 

adicionamos ao neio uréia en uma concentração final de 

6 M. 

6. ESPECTRO DE ABSORÇÃO ULTRAVIOLETA E COEFICIENTE DE 

EXTINÇÃO 

6.1 - ASPECTOS GERAIS 

0 HCH apresenta un espectro de absorção 



no ultravioleta proximo (230 a 300 nm) característico 

dos aminoãcidos aromãticos presentes em sua estrutura. 

Utilizando os valores de absorvancia ob 

tidos em 280 e 277 nm, calculou-se o coeficiente de ex 

tinção molar (E). Para tanto, utilizou-se a Lei de Lam 

bert-Beer: 

A (X) = C E (A) .1 (13) 

onde A é a absorvancia em um dado comprimento de onda, 

C ê a concentração, 

X é o comprimento de onda considerado 

t é o percurso da luz na solução. Neste caso foi 

de 1 cm. 

Se a concentração for expressa como mola 

ridade temos: 
m 

massa (gr) PM m 

volume(1) V PM.V 

0 coeficiente de extinção molar pode ser 

calculado por 

n 
A = . Z.i. 

PM.V 

A.PM.V 
E = 

n.-d 

Se a concentração for expressa em porcsn 
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tagem peso/volume, o coe f i c i en te de absorção é designa

do por E1% 

A 

6,2 ~ PARTE EXPERIMENTAL 

Dissolveu-se a variante HCH-22 K, estoca 

da liofilizada em anpolas, em 2 ml de uma solução de bi 

carbonato de amônio 0,1 M pH 8,0, contendo 0,5% de clo

reto de sódio. Apôs completa dissolução filtrou-se a 

amostra em um sistema Millipore. 

Realizou-se o espectro de absorção ultra 

violeta no intervalo de comprimento de onda de 350 a 

230 nm. Utilizou-se a solução diluente como branco do 

ensaio. A leitura do espectro foi feita a temperatura 

ambiente, em cubetas de quartzo de 1 cn de percurso óp

tico. 0 intervalo de absorvância considerado foi de 

0 a 1,0, com o comprimento de onda variando 1,0 nm por 

segundo e o papel 50 nn por polegada. 

Deterninou-se o conteúdo protsico da so

lução pelo método descrito no item II.1.2.3. 

7, PSOVAS DE ATIVIDADE 

A interação de uma protsína com seu r^ 
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ceptor ou anticorpo depende não somente do tipo de agru 

pamento químico envolvido, mas também de sua confonraçio. 

Assim, uma alteração em qualquer nível de organização da 

proteína irã, provavelmente, se refletir nas caracteríjs 

ticas de sua ligação antlgeno-anticorpo e na atividade 

biológica. 

7,1 - RADIOIMUNOENSAIO 

7,1,1 - Aòpictoi GÍXCLL& 

A reação entre o antíçeno e o anticorpo 

correspondente é de natureza química e cono tal, vários 

tipos de forças podem agir contribuindo na união. Mui

to embora fracas (interações hidrofóbicas, forças cou 

lômbicas, pontes de hidrogênio e forças de Van der Waals) 

as forças atuantes se somam de modo a formar complexos 

relativamente estáveis. Esta tipo de interação possui 

outras características que nos permitem considerá-la co 

mo um tipo particular dentro das ligações químicas, por 

exemplo, sua especificidade. Esta acvén do fato da que 

as células inunologicamente competentes sintetizam o an 

ticorpo compatível com as características estruturais do 

antígsno, o çva fas com qua a seqüência de aminoácidos do 

sítio de combinação do anticorpo e sua configuração es_ 

pacial sejam adequadas, de modo a ccrplerrentar a confi-



guraçao do grupo determinante antigênico. Ê freqüente 

o conceito de que a distribuição dos agrupamentos quiird 

cos, bem como as estruturas primaria, secundária, terei 

ária e quaternária são relevantes na inunogenicidade de 

(24) 

uma substancia '. 

Desta forma, é possível utilizar a rea

ção antígeno-anticorpo como um parâmetro de avaliação da 

integridade da molécula do HCH-22 X (no caso o antlge-

no) através da ligação com seu respectivo anticorpo. 

0 Radioimunoensaio (RIS) tem por princí^ 

pio fundamental a competição entre o hormônio tornado 

radioativo pela marcação com o radioisôtopo (Ag*) e o 

hormônio não radioativo (Ag), para se ligarem ao anti

corpo especifico anti-hormônio (Ac). De acordo com a 

Lei de Ação das Massas, segue-se: 
Kl 

Ag* + Ac *' Ag* Ac para o marcado 
K-l 

para o não marca 

do. 

No equilíbrio tem-se: 

( Ag* Ac ) _ X1 

[Ag*)(Ac] " X ^ 'a 

Ac + Ac 
y* 
ü Ag Ac 
-1 
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onde K é a constante de associação. De una forma sente 

lhante, esta situação de equilíbrio ocorre para o antí-

geno não marcado. 

Em resumo, a razão entre o hormônio mar

cado ligado ao anticorpo e o hormônio livre, cai progies 

sivaroente na proporção do aumento da concentração dohor 

mônio não marcado no meio . Esta relação é expressa 

na curva padrão conforme figura 7. 

0 RIE é una técnica de alta sensibilida-

~9 —12 de, permitindo dosagens da ordem de 10 , 10 gramas. 

A marcação de antígenos protéicos é geralmente feita 

~~ 1 2 5 T 

com I. 

7.1,2 - Paxtz EzyixJjiintal 

7,1.2.1 - Marcação cem 125I 

Neste estudo utilizamos, para a iodação 

o KCH purificado segundo o método de Rocs (1962) 73' mo 

dificado, conforme descrito no item II.1.2. 

A marcação do hormônio seguiu o método 

clássico com cloranina T ' . 

A reação foi faita em um tubo de ensaio 

de fundo côníco, ds 70 mm x 10 mm. Os reagentes foram 

adicionados na seguinte ordem e quantidade, sob agita 

cão nederada e contínua com o uso de mícroir.I: 
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r 

40 43 90 

HCH NG/ML 

FIGURA 7 - Curva padrão para o ensaio radioiraunolõgico do HCH. 

A fração ligada está represencada cono 3/3 x 100. 
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Tampão fosfato de sódio 0,5 M pH 7,4 40 ul 

Na125I (= 0,5 mCi) 1 a 3 ul 

HCH (1 mg/ml) 5 ul (5 ug) 

cloramina T (50 ug) 10 ul 

Metabissulfito de sódio (200 ug) 20 ul 

Iodeto de potássio (2 mg) 200 ul 

A quantidade de iodo radioativo variou 

de acordo com a atividade especifica de cada partida. 

A mistura foi agitada no "Vortex" e ime 

diatamente aplicada a uma coluna (50 cm x 2 cm) de S£ 

phadex G-100 grosso. A eluição foi em tampão veronal 

0,025 M, pH 8,6, 1% SAB, com um fluxo de 12 ml/h. Foram 

coletadas frações de 2,0 ml. 

7,1,2,2 - Técnica do RIS 

Todas as diluições e a incubação foram 

feitas em tampão veronal 0,025 M, pH 8,6 contendo 0,25% 

de SAB. 

Utilizou-se para o RIE 100 ul da fração 

12 5 

monomérica purificada do HCH- I, diluída 1 Í 20 no tam 

pão de incubação, com um total de aproximadamente 25.C0O 

contagens por minuto, por tubo. 

0 anti-soro utilizado no ensaio foi pro

duzido en coelhos do biotirio do I?2N-C;2M/S?, e estoca-
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do diluído 1:2.000 em solução salina com 0,02% de time-

rosal e 1% de soro de coelho normal. Para a utilização 

no RIE este soro estoque foi diluído 1:200.000 no tam

pão, e incubou-se 800 ul por tubo. 

Para o HCH-total e para o HCH-22 K as so 

luçoes iniciais foram de 0,02 mg/ml. Foram ensaiadas 

em diferentes doses, seguindo diluições seriadas, confor 

me tabela 3. 

As concentrações finais nas soluções de 

incubação foram para o anti-soro 1:250.000, para o mar

cado 1:200 (25.000 cpm/tubo) e para o antígeno frio 2,5; 

5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e 100 ng/ml. 

Com os tubos 1 a 3 a 19 a 21 deter

minamos o porcentual das ligações inespecíficas que foi 

descontado da ligação total. Com os tubos 4 a 6 e 19 

a 21, a ligação total (B ), pois nestes tubos nlo foi 

adicionado o antígeno frio para competir (tabela 3). 

Uma vez concluídas as pipetaçens, os tu 

bos foram agitados e incubados a 5°C, por 22 horas. 

Taminado o período de incubação, de ca 

da tubo foram separados 200 ul e analisados no contador 

para determinar as contagens totais na incubação. 

Para a seoaracão das frações livre e li-

gada foram pipetados 200 ul, em duplicata, de cada tubo 

de incubação. Adicionaram-se a elas 30 ul de scro numa 

no normal e 500 ul de uma solução de PEG 6.OCO a 23 5 em 
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TABELA 3 - PROTOCOLO DE IMCUBAÇÃO DO RIE 

Diluições dos antígenos (HCH-total e HCH-22K). 

Solução inicial 0,02 mg/ml. 

400 ul (10 ug/ml) 

2 ml (100 ng/ml) 

2 ml ( 50 ng/ml) 

2 ml ( 20 ng/ml) 

2 ml ( 10 ng/ml) 

2 tal ( 5 ng/ml) 

2 ml (2,5 ng/ml) 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

G 

- 200 

- 20 

1 

- 0,8 

1 

1 

1 

ul 

ul 

ml 

ml 

ml 

ml 

ml 

Sol. 

Sol. 

Sol. 

Sol. 

Sol. 

Sol. 

Sol. 

inicial 

A 

B 

C 

D 

E 

F 

1:2 fc 
1:100. 

1:2 . 

1:2,5» 

1 : 2 , 

1 = 2 , 

1:2 . 

AMOSTRA 
TAMPÃO 
(ul) 

ANTI-SORO 
(ul) 

HCH-tot. 
(ul) 

HCH* 
(ul) 

1-3 branco 800 100 A 100 

4-6 Bo 100 800 100 

7 2,5 ng/ml 800 100 100 

8 5,0 ng/ml 800 100 100 

9 10,0 ng/nl 

10 20,0 ng/ml 

800 

800 

100 

100 

100 

100 

11 50,0 ng/ml 800 100 100 

12 100,0 ng/ml 800 100 100 

HCH-22 K 

13 2,5 ng/ml 

14 5,0 ng/ml 

15 10,0 ng/ml 

16 20,0 ng/ml 

i7 50,0 ng/ml 

13 100,0 ng/ml 

19-21 branco 

22-24 Bo 100 

800 

800 

800 

800 

800 

800 

800 

300 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 A 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 

100 
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tampão veronal 0,025 M (pH 8,6). Agitou-se imediatameri 

te apôs cada adição, e em seguida foi feita uma centri-

fugação em 4.000 rpm (2520 g), entre 5 e 8°C, por 20 mi 

nutos. 0 sobrenadante contendo a fração livre foi deŝ  

carcado, sendo aspirado através de uma bomba de vácuo. 

O precipitado foi lavado com 300 ul de 

cloreto de sódio 0,4 M e 0,5 ml da solução de PEG 6.000, 

sendo novamente centrifugado a 4.500 rpm (3300 g) entre 

5 e 8 C por 10 minutos. O sobrenadante foi aspirado e 

contou-se o precipitado resultante (fração ligada). 

7,1,2,3 " Cálculos e análise estatística 

cpm do ligado 
Ligação total (%) = x 100 

cpra total 

Ligação específica (3) = h ligação total - % ligação co 

branco 

Na curva dose - resposta utilizamos a re 

lacão S/3„ x 100, onda IL renresenta a mãr.ima licacãccb o o •' * — 

tida entre o anticorpo e o horrrônio marcado, já subtrají 

da a ligação lnespeclfica. 

Para as curvas obtidas no PIE a represen 

tação gráfica do logarítiro da concentração do hormônio 

versus a norcentaçen de ligação, resultou en curvas em 

"S" (fig. 20). Estas apresentaram ura ncrção linear que 
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permitiu utilizar o tratamento estatístico de uma regres 

— (98) 

sao linear convencional. ' 

Os cálculos foram realizados no Computa

dor IBM/370 modelo 155 do Departamento de Processamento 

de Dados do IPEN-CNEN/SP em um. programa denominado S A 

S ("Statistical Analysis System") desenvolvido no SAS 

Institute Incorporation - USA (1982)(72) 

O teste de paralelismo entre as curvas 

das duas preparações foi feito ccnparando-se as decline 

dades das duas curvas pelo Teste de Fisher-Snedecor (Tes. 

te F). 

7,2 - ENSAIO BIOLÓGICO 

7,2.1 - kipztto* C&xaiò 

Sabe-se há muito tampo, que quando um ra 

to em crescimento i hipofisectomiaado, ele imediatamen

te pára de ganhar peso e comprimento, mas ao receber urra 

injeção de extrato pituitãrio o crescimento retorna. Sa 

be-se também que os ratos possuem uma sensibilidade su 

pranormal. ao KC. Assim, o aumento de peso em ratos hi, 

pofisectomizadcs tem. sido utilizado como um indicador da 

atividade biológica das purificações de fatores q^& pro 

movem o crascimer.to . t um er.saio impreciso visto 
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que se está trabalhando com um processo muito complexo 

e uma pequena população de animais. Por outro lado, ê 

o único ensaio que reflete as múltiplas atividades do 

hormônio, resultando no crescimento corporal. Soira-se 

a este fato, a facilidade de sua realização e a não uti 

lização de equipamentos custosos. 

Outro ensaio muito utilizado para deter-

í 95 í 

minar a atividade biológica do HCH ê o da tíbia . V.es 

ta prova avalia-se o crescimento da cartilagem da tíbia 

durante o tratamento com o hormônio. Este ensaio po£ 

sui precisão, sensibilidade, rsprodutibilidade e corre

lação com o ensaio de aumento de peso. No entanto, é 

mais trabalhoso, exige um equipamento mais caro e enfo 

ca apenas a ação sobre a cartilagem. ' 

Muitos outros efeitos biológicos poderiar 

ser utilizados como parâmetros de avaliação da potência 

do HC administrado, por exemplo, incorporação de K-ti-

nidina no ADN» ou de K-leucina nas proteínas, conversão 

de Oglicose em CO- ; mas adotou-se internacional 

mente o ensaio do aumento de peso por ser, como já foi 

dito, o parâmetro que melhor reflete a ação total da 

HC."> 

7,2,2 - Pa-t-te Ixnixlrmntixl 

Para realização do ensaio bíolócico uti 
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lixamos ratos Wistar, fêmeas, nascidas e mantidas no bio 

tério do IPEM-CNEN/SP. Manteve-se a temperatura do am 

biente entre 25 e 29 C. Os ratos foram expostos a um 

ciclo de luz natural e receberam água e comida "ad lî  

bitum". 

A cirurgia para hipofisectomia foi reali

zada quando os animais atingiam 8 0 + 5 gramas, o que ccor 

ria entre o 359 e 409 dia de vida. 

Permaneceram no biotério, nas condições 

descritas, por aproximadamente dois meses entre a cirur

gia e o inicio do ensaio. Neste período, controlou-se o 

peso dos animais e os que apresentaram uma variação de 

peso superior a 7 gramas foram eliminados. Finalmente , 

os demais foram separados, ao acaso, em três grupos con

tendo 11 animais cada e tiveram o peso controlado diariji 

mente durante mais uma semana. No primeiro dia do en

saio, foi feita uma nova pesagem e o dado obtido foi con 

siderado como o valor inicial para os cálculos de ativi

dade do hormônio. 

O grupo controle recebeu 0,4 ml de solu

ção salina (cloreto de sódio 0,37% em água destilada). 

Os grupos experimentais foram dois: o primeiro recebeu 

0,2 ml (10 uç) e o segundo, 0,4 ml (20 ug) da solução de 

HCH-22 K 0,05 nç/ml em solução salina. 

Este tratamento não sofreu interrupção du 

rante 9 dias, sendo feita una pesagem final no 109 dia. 
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Todas as pesagens foran feitas em balança analítica. CaJL 

culanos para cada aninal a diferença entre o peso inici 

ai e o peso do 10*5 dia, ou seja, apôs o tratamento. uti 

lizamos estas diferenças para a análise estatística do 

ensaio. 

7.2.3 - knalin 9.&ta.tZ&tJLc.a. 

Inicialmente calculou-se a média das di

ferenças de peso para cada grupo e a análise de variân-

cia do ensaio. 

Uma vez verificada a diferença global, fî  

zemos o teste de Duncam para estabelecer se todos os gru 

pos diferiam um dos outros e em que nível de significin-
(19) 

cia isso ocorria. ' 

8. APARELHOS 

. Agitador magnético FANEN 

. Agitador mecânico cem hélice rotativa 

. Agitador Vortex.Genie. Modelo K550G. Scientific 

Industries Incorporation. 

. 3alança analítica Mettler HiOT. Precisão 0,1 mg (para 

pesagem de reagentes) . 

. Balança analítica Marte. Precisão 0,1 grana (utiliza

da para pesagem de ratos, 
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Bomba de vácuo. 

Bomba peristática LKB modelo 4912A. 

Centrifuga refrigerada automática Sorval Superspeed. 

Modelo RC2-B. (Rotores SS-34 e GSA). 

Coletor de frações refrigerado automático. Ultrorac 

7000. LKB. 

Coluna de isceletrofocalização L3K. Modelo 8100. 

Colunas cromatogrãficas Pharmacia, providas de sistema 

de refrigeração externa. 

Computador I3M/370. Modelo 155. 

Den^itômetro Joyce Lcebl/Scan 400, cem luz ultravioleta 

entre 220 e 310 nn. 

Espectrofotômetro automático de cintiloçrafia, tipo po 

ço, com cristal de Mal (Ti). Nuclear Chicago Corpora 

tion. 

Espectrofotômetro Carl Zeiss. Modelo PMQII. 

Espectrofotômetro Cary. Modelo 113. 

Fonte de alta tensão A.C. Power Suply LK3. Modelo 

3371A. 

Gel electrophoresis, cell. Modelo 150A. 3io-Rad 

Laboratories. 

Hcmogeneizador de tecidos Virtis "45". 

Lâmpada fluorescente cem 15 Vi e 110 V. 

Lâmpada ultravioleta Mineral light. UVS1-25. 

Liofilizador Virtis. Modelo 1'0-102-MD. 

Potenciômetro Ionalyser-Orion Research. Mcdelo 301/ 

digital pH. 

Recirculating '-later Ccoler. Savant Instruments 

Incorporation. 

Sisterr.a forrader da araciente LIÍ3. Mccaio 3121. 
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III. RESULTADOS 

Neste iten» serão expostos os resultados ob 

tidos nos diferentes ensaios descritos anteriormente. 

1. EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DO PCH 

1,1 - DOSAGEM PROTÊICA 

O andamento do processo de extração foi 

acompanhada pela determinação do conteúdo proteicc recupe 

rado er. cada fase, procurando-se assegurar, desta forma , 

o rendimento final desejado. As amostras coletadas duran 

te a extração foram dosadas pelo método descrito no item 

II.1.2.3. A tabela 4 relaciona a absorvância obtida 

(A^en „_,) para as diferentes concentrações de soro albumi ODO nm - — 

na bovina, cem as quais se construiu a curva de referência 

(figura 9). Os valores ideais de absorvância íA
caicuia^a) 

para esta reta foram obtidos por calculo de regressão li 

near. 

TABELA 4 - Valores de absorvância obtidos para a curva de 
referência de soro albunina bovina na dosagem 
de proteínas. 

SAB (ug) 

12,5 

25,0 

50,0 

100,0 

200,0 

A650 nn 

0,100 
0,103 
0,197 
0,199 
0,365 
0,372 
0,655 
0,665 
1,150 
1,165 

calculada* 

0,135 

0,205 

0,344 

0,622 

1,130 

* Valores calculados pelo modelo de regressão linear 
(Y « A • 3 X). 



64 

1.2 

«.1 

,0 

O ' 
io ! 

< 5' 

: j 

25 ÍC0 2C0 

SASCc;) 

FIGURA 9 - Curva de referenda, para dosagem proCeica, obt^ 

da utilizando-se solução padrão de SAB 1,0 mg/al 

em água destilada. Os parâmetros que a defines 

foram calculados por regressão linear, obtendo-

se 'i • 0,065 + 5,571 X ; com uni coeficiente ás 

correlação de 0,9974. 
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Precipitado 

Precipitado 

Resíduo 

Sobrenadante la 5—» pH 6,2 + NoOH I N — » p H 7 , 0 0 Centrifugação 

— » Precipitado 

Sobrenadante 
8,6 mg/ml 
J*3096 mg 

+ (NH4)! SO* 

Sobrenadante 

T» l02 2mg 

Precipitado + H Í O * E D T A + A zida+Tr o sy lol 

\ 
Centrifugação 

Resíduo fração solúvel (T»l300mg) 

CROMATOGRAFIA 

FIGURA 10 - Esquena do p r o c e s s o de e x t r a ç ã o do HCH a p a r t i r 

de h i p ó f i s e s humanas c o n g e l a d a s , ind icar tdo- se 

o conteúdo p r o t e i c o recuperado e3 cada passoda 

m e t o d o l o g i a . 



1,2 - EXTRAÇÃO 

Esquematizou-se, na figura 10, a concen

tração e o conteúdo protêico total extraído durante o 

processo. £ de nosso interesse salientar neste resulta 

do que concluída a homogeneização e lavagem do tecido hi 

pofisãrio, ten-se a solubilizacao ce aproximadamente 10 

gramas de proteínas por grama de hipófises processadas. 

Esta observação será um dado de referência para extra

ções futuras. 

1,3 - PURIFICAÇÃO 

A fração precipitada cor. sulfato de ano 

nio 50% e solubilizada con água destilada, contendo os 

inibidores enzinãticos e os de crescinento bacteriano , 

foi purificada en una coluna de Sephadex G100 grosso. O 

perfil cronatográfico resultante da purificação está na 

figura 11. Separaran-se quatro regiões protiicas indî  

cadas cono PI, PII, PIII e PIV; ser.do que, o pico PIII 

corresponde ao monônero de HCH. 

1,/| - CÁLCULO DE RENDIMENTO PA2A 0 MDMÕMEPO DE KCH 

Considerar.co-se os valores das quatro cro 

natografias calculou-se una relação percentual con»paran-

do-se o conteúdo protêico de cada pico (Tabela 5), onde 

se observa que o nonôrr.ero de HCH (?III) é o principal 

constituinte da amostra purificado em Sephadex. 

As frações comoonentss de cada oíco nas 
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M FRAÇÕES 
is: 

?IGU3A 11 - PZ2FIL C30MAT0GRÁFICO DA FILT3AÇA0 EM GEL D 
G-100 GROSSO PA2A ISOLAMENTO DO'HCH. Ovol 
tra foi de 10 nl e foraa coletadas frações 
nos tubos 1 a 35 e 3,0 ml a partir do tubo 
fluxo de 4,6 al/hora do eluence tanpão fosf 
0,5 M pH 7,2. Utilizou-se uaa coluna refri 
2,5 :< 30 cn. Zsca anostra purificada foi p 
da fração precipitada con sulfato de aaônio 
foi solubilizada era água destilada contendo 
50 UI/nl Trasylol e 0,02 % azida sódica. Se 
frações componentes de cada pico da seguint 
?I do tubo 36 ao 59 (72 nl); P U do tubo 60 
nl); PIII do tubo 72 ao 95 (72 nl) e ?IV do 
130 (105 mi). 

E SEPHADZX 
une da a=o£ 
de 3,5 nl 
36, con o 
aco-glicina 
gerada de 
rovenience 
502, aqual 
5 mM EOTA, 

parou-se as 
e maneira: 
ao 71 (26 
tubo 96 ao 
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outras três cronatografias foram agrupadas ce forma se-e 

lhante ã descrita para o perfil da Figura 11. 

TABELA 5 - Conteúdo proteico e relação porcentual dcs p£ 

cos isolados nas cromatogradias es SephacíX 

G-100 grosso. 

CONTEÚDO PROTEICO PORCENTAGZM 
(mg)* _ 

PI 416 33 

PII 263 21 

PITI 524 42 

PIV 56 * 

Total 1.259 100 

* Esta determinação baseou-se no netodo descrito n: 
item II.1.2.3. 

O rendimento da extração pôde ser calcula 

do relacionando-se o conteúdo proteico do PIII cem <? ?£ 

so e o número de hipófises processadas: 

PIII - 524 mg de KCH por 30 granas de hipófises 

ou 17,5 mg de KCH por grama de hipófises, 

ou 8,7 mg de HCK por hipófise. 

2, ELETR0F0RESE E'-< GEL DE POLIACRILAMIDA 

A preparação de KCH foi avaliada quar.rr a 

sua composição err. variante de carga e de massa por .~5ic 

das técnicas de eletrof^rese em cel de coliacrilairi.*."5. / 

respectivamente, EG?A lh e SDS-EGPA 10"i. 
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2,1 - EGPA 7% 

Nesta técnica a reprodutibilidade interen 

saios foi avaliada por intermédio do Rm do monômero de 

SAB. Os valores obtidos em 17 determinações interensai 

os estão na Tabela 6. Obteve-se a média 0,767, coir.odes. 

vio padrão de 0,520 e o coeficiente de variação de 6,8%. 

O valor 0,767 ê considerado o Rm de referência da SAB no 

cálculo do fator de correção (item II.2.2.1). 

No perfil eletroforético do controle de 

SAB (Figura 12) observa-se a presença do monômero e do 

dímero. Neste ensaio a SAB fô . analisada em duplicata , 

resultando nos valores de Rm 0,688 e 0,687. A razão en

tre o Rm de referência e estes dados fornece um fator de 

correção médio de 1,1156. 

V"Fator de correção = 1,1156 

/ 
0,767 _ . . ' 

TABELA 6 - Valores de Rtu do monômero de SAB en diferentes 
corridas en EGPA 7% 

Rn 

0,814 

0,743 

0,815 

0,737 

0,757 

0,764 

Ensaio n<? 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

Rm 

0,762 

0,761 

0,633 

0,773 

0,348 

0,743 

Ensaio n9 

13 

14 

15 

16 

17 

Rm 

0,849 

0,667 

0,687 

0,809 

0,762 
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BRANCO 

CONTROLE 

DE SAB 

- l l 
0,488 0,688 

H C H 

0- © 

FIGURA 12 - Perfil eletroforetico (EGPA 7")^do branco, controle 
de SA3 e mononero de HCH. Os gráficos foram obtidos 
por leitura em densítôraetro. Utilizou-se azul de 
bromofenol como traçador (T). Estão indicados os 
Ra corrigidos dos principais componentes observados 
na preparação de HCH total. 
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A análise em EGPA 7% do HCH purificado 

permitiu visualizar a presença de pelo menos três compo

nentes neste hormônio, sendo que a variante Integra cons 

titui 68% da preparação, calculado pela relação de área 

sobre os picos. 

O fator de correção obtido com o controle 

de SAB foi utilizado para "normalizar" o Rm das variantes 

de carga do HCH obtendo-se, assim, Pm 0,612; 0,672e0,763 

para os componentes assinalados na Figura 12. 

2,2 - SDS-EGPA 10% 

Mo ensaio de SDS-EGPA 10% a preparação de 

HCH total se mostrou homogênea mesma na presença de uréia 

8 M, o que exclui a possibilidade da presença de varian

tes de massa. Esta observação se repetiu para a varian-

22 K (Figura 13). 

Utilizando-se a migração relativa obtida 

para os padrões protéicos com diferentes pesos molecula

res (Tabela 7) foi possível calcular o PM do HCH. Uma 

vez que as preparações de HCH se mostraram igualmente ho 

mogêneas neste sistema de análise utilizaram-se os Rn ob 

tidos para as quatro amostras ensaiadas simultaneamente 

para o cálculo do PM. Obteve-se 21.537 d, con o desvio 

padrão de 196. 

A reta obtida entre Rm e o logarítino do 

?M dcs padrões protéicos (Figura 14) possui o coeficien

te de correlação 0,-947 e os seguintes parâmetros: Y = 

4,997 - 1,135 Rm. 
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y w 
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UJ w y y 
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FIGURA 13 - Padrão eletroforético en SDS-EGPA 103 de prote^ 
nas de peso molecular conhecido, HCH e HCH-22 K. 
Cada proteína I identificada por seu numero na 
tabela 7. A eletroforese foi desenvolvida em 
tampão fosfato de sódio 0,2 M com 0,23 SDS, 140 
V e 210 mA. Verifica-se que a preparação total 
e a variante 22 K são igualmente homogêneas, na 
presença e ausência de uréia 6M. 
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FICURA 14 - Representação gráfica do logarítao do peso molecular 

dos padrões proceicos versus sua mobilidade relativa 

(Rm) em SOS-EGPA 10Z. Cada proteína é identificada 

por seu número na tabela 7. 
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3. ISOELETPOFOCALIZAÇAO 

3,1 - ISOLAMENTO DA VARIANTE 22 K 

Na isoeletrofocalização foram separadas 

diversas variantes de carga do HCH; sendo que a melhor 

resolução foi obtida para a variante 22 K (figura 15). 

As anfolinas utilizadas nesta separação 

não apresentam absorção em 280 nn (A^OQ-- ê 0,04 segundo 

especificações do fabricante), logo o perfil obtido, se 

deve aos componentes protéicos da amostra. 

Os valores de absorvância e de pH medidos 

estão na tabela 8. A linearidade no gradiente de pH foi 

obtida no intervalo de 4 a 6. 

As frações assinaladas com X na figura 15 

foram analisadas em EGPA 7%; os perfis obtidos nesta téc 

nica (figura 16) evidenciam a distribuição de variantes 

do HCH ao longo do gradiente de pH gerado na coluna de 

isoeletrofocalização. 

Separou-se a região entre as frações 31 a 

37 onde se localiza a variante i2 X. Os valores de pH 

nestes tubos variaram de 5,27 a 5,12, sendo que onde e£ 

tá localizada a maior concentração de proteína o pH é 

5,12, o que permite tcmar este valor cor.o o PI da varian 

te. 



76 

A"° pH 

• roo 
-too-

••00 

.TOO-

.«00-

.soo-

.400 

.300-1 

-»00 

.100-

TOO 

• 00 

-9.00 

4.00 
\ • 

"I I » » «I • • 1 ; , r 
1 0 20 30 40 SO «0 TO CO 

Nt t» FRAÇÕES 

FIGURA 15 - PERFIL DE SEPARAÇÃO DE VARIANTES DO HCH POR ISOELE 
TROFOCALIZAÇÃO. O volume da amostra foi 50 ml (25 
mg) e foram coletadas frações de 1,1 nl, con o flu. 
::.j de 0,5 ol/minuto. No perfil observa-se a sepa
ração de variances do HCH por diferença de carga, 
no gradiente de pH gerado (en-re os valores 4 a 6), 
A vol tagem aplicada variou de 300 a 600 V durante 
72 horas e manteve-se por mais 20 horas a volcagea 
final. Toda a eletroforese ocorreu ã temperatura 
de 4°C. As frações assinaladas com x foram anali
sadas em EGPA 7%. 
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TABELA 8 - Valores de pH e absorvancia do perfil de eluição 

da coluna'de isoeletrofocalização. 
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Frocío 35 (pH 5,22) 

\: r^i 
-A--; 

| • 0,619 

= . I i-.i. -!...-;-. 
Fração 37: (pH 5,12) 

Fração 39(pH 4,93) 

oo 
Fração 42 (pH4,83) 

Fração 45 (pH4,75) 

' t 

\ 

o- © 

FIGURA 16 - AXÁLISE EX ECPA 7Z DAS FRAÇÕES ASSINALADAS MO PERFIL DA 
ISOELETROFOCALIZAÇÃO: Os perfis eletroforíticos foram 
obtidos pela leitura dos géis etc dens'.tômetro, após 30 
minutos de fixação em TCA 12,5Z. Por seio desta técni
ca e possível visualizar a separação das variantes do 
KCK_no gradiente de pH_gerada durante a isoeletroíocaH 
zação, e a boa resolução para a variante íntegra (fr7 
ções 31 a 37). Os Rn expressos na figura foraa corri
gidos com o fator 1,0333 (Ra da SA3 neste ensaio foi 
0,703). 
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3.2 - CROMATOGRAFIA EM SEPHADEX G-50 FINO 

A separação da variante 22 K dos reagen-

tes utilizados para o seu isolamento na isoe let ro focal i_ 

zação (anfolinas e sacarose) foi possível por croraato-

grafia em Sephadex G-50 fino, obtendo-se dois picos bem 

resolvidos (figura 17). O pico das anfolinas, de peso 

molecular menor (Ve 33,4 ml), foi revelado pela absor-

vância obtida em 550 nm após a reação de biureto. A ab 

sorvância medida en 280 nm diretamente nas frações elul̂  

das da coluna forneceu a oosicão da oreteína no perfil 

(Ve 18,6 ml). 

4. IDENTIFICAÇÃO DO AMIMOÂCIDO -NH-> TERMINAL 

A reação para a identificação co grupo 

-NH2 terminal evidencia apenas um aninoácido. Ma crona-

tograf ia ascendente em placa de poliamida observar.os are 

nas uma mancha fluorescente, na posição de DNS-Phe. Tal 

fato ocorreu nas placas em que dispur.hamos a amestra e o 

padrão na mesma posição e em uma única face da placa , 

como na análise en que estavam em faces opostas. 

Os produtos de reação DMS-OH e DJIS-NH2 rio 

interferiram na análise do resultado pois foran facilmen 

te identificados por apresentarem ur.a posição caractarís, 

ca e uma pequena diferença na coloração (figura 13). 
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FIGURA 17 - PEFIL CROMATROGRÁFICO DA FILTSAÇÃO EM GEL DS SEPHADEX G-5 0 

FINO DA VARIANTE 22 K ISOLADA POR ISOELETROFOCALIZAÇÃO. 

0 volume da anostra foi de 5 ml e foram coletadas frações 

de 0,53 tal, coa o fluxo de 0,2 ol/rainuto do eluente bicar

bonate de amonio 0,1 M e cloreto de sódio 0,1M pH 7,8. Uti 

lizou-se uma coluna refrigerada (5-8°C) de 1,5 x 20 cs. O 

pico de eluiçao das anfolinas (Ve 33,U ml) foi visualizado 

apenas após a reação de biureto. 
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2+3 

O DM3-Phj 

c D.NS-OH 

FIGURA 13 - Resultado da cromatografia em camada delgada^para 
identificação do aminoácido -ÍIH2 terminal após a 
reação cos cloreto de dansila. A cron?tografia 
ascendente,foi realizada en placa de poiianida 
(7,5 x 7,5 ca) e am três sistemas de solvente. 0 
primeiro foi ácido fõrnico 1,5% (v/v); o segundo, 
benzeno-ácido acetico 9:1 (v/v) e o terceiro, ace 
tato de etiia-taetanol-ãcido acãtico (20:1:1). 0 
sentido de cada corrida esta representado no e£ 
quema'acima. 
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5, DETERMINAÇÃO DE GRUPOS -SH 

A reação de Ellmann com o padrão de ciste 

ína foi positiva, indicada por una coloração amarela. 

As amostras de KCH e HCH-22 K permanece

ram incolores, de forma semelhante ao branco do ensaio, 

tanto na presença como na ausência de uréia 6 M. Isto 

demonstra que não há grupos -SH livres nas proteínas nas 

condições analisadas. 
•M 

6, ESPECTRO DE ABSORÇÃO ULTRAVIOLETA E COEFICIENTE DE 
EXTINÇÃO. 

0 espectro de absorção da variante 22 K 

no ultravioleta foi obtido para o intevalo de compriir.en 

to de onda entre 350 e 230 nn (figura 19). Observa-se 

a maior absorção (0,4224) em 277 nn. Utilizamos este 
1% dado para calcular o E«-, „. e o E-_, , conforme des r Z/7 nt i n nm — 

crito no item II.6.1. De forma análoga estes índices 

foram determinados para 2S0 nn, onde a absorção obtida 

foi 0,4143. 

E 277 nm « 1 4' 8 3 3 E 2?7 nn = 6' 9 2 

E 230 nm " 1 4' 5 0 2 E 230 nm = 6' 7 9 

7, PROVAS DE ATIVIDADE 

7,1 - RADIOU 1UN0ENSAI0 

O HCH I utilizado no PIS e obtido nara a 

ção de radioicdacãc, apresentou ur.a atividade específi

ca da 39,3 uCi/ug. 
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j FIGURA 19 - Espectro de absorção no 

ultravioleta. A amostra de KCH-

22 K foi dissolvida em bicarbona-

to de amônio 0,1M e cloreto de s£ 

dio pH 8,0, com uma concentração 

de 0,610 mg/ml. Na leitura do 

espectro utilizou-se o intervalo 

de absorvancia de 0 a 1,0, con uma 

variação de A de 1,0 nm/seg, entre 

350 e 230 nn. A velocidade do pa_ 

; pel foi 50 nm/2,54 cm. 

A absorvancia máxima observada foi 

0,4224, en 277 nn. Calculando-se 

E._, texos 14,883 e z\"l- „„ 277 ntr. ' 277 na , 

' 6,92. 

350 NM 
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As ligações inespecíficas obtidas foram 

3,7% (tubos 1, 2 e 3) e 3,6% (tubos 19, 20 e 21). Lstes 

valores foram subtraídos das ligações totais obtidos pa

ra as âiferentes doses de HCH e da variante 22 K. De for 

ma semelhante, calcularara-se as ligações especxficas ma 

ximas (Bo), obtendo-se 52% (tubos 4, 5 e 6) e 54% (tubos 

22, 23 e 24). 

Na representação gráfica (figura 20), as 

sim como na analise estatística, utilizcj-se a relação 

B/Bo x 100 para expressar as ligações especificas obtidas. 

As curvas dose resposta da preparação to 

tai de HCH e da variante 22 K obtidas r.c RIE, apresenta

ram uma porção linear entre as doses 5 e 50 ng/ral (figu

ras 21 e 23). A este intervalo de dose aplicou-se o no 

de Io: 

Ligado = A + B Ln (Dose) 

e calculou-se o ajuste dos dados experimentais ao modelo 

proposto por análise de variância (tabeles 9 e 10). 

Verificou-se, inicialmente, se a variável 

"ligado" ou ligações específicas obtidas dependem ou não 

significativamente da variável Ln(Dose) por meio do Tes

te P. A Prob > F é o nível de significância com que se 

rejeita a hipõstese de independência ou seja, p > 0,0001 

para ambas as curvas. 

0 teste T, com p > C,0001, rejeita a hipõ 

tese de nulidade dos parâmetros declivídúde da reta e pcn_ 

to de intarseccão con a ordenada. 



-:CH(?g) 

FIGURA 20 - Curva padrão do ensaio radíoiaunológico para ava_ 

liação das acividades das preparações de HCH (cu£ 

va 1) e variante 22 K (curva 2). Para arcbos os 

hormônios ensaiados foraa utilizadas doses entre 

2,5 e 100 ng/ml.dos anCigenos não marcados. A d^ 

luição do HCH-123I íloi 1:200 (25.000 cpn/tubo) e 

do anti-soro, 1:250.000. 

A separação das frações livre e ligada foi fsica 

por meio da precipitação do ligado. 
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TABELA 9 - RIE da preparação total de HCK. Analise de 
variancia do ajuste da curva dose resposta 
ao modelo: Ligado • A • B Ln(Dose). 
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FIGURA 21 - Curva dose resposta, en escala semi-logarítmica, 

para o RI" da preparação total de HCH. Conside

rou-se apenas a porção linear da curva compreen

dida er.tre as do3es entre 5 e 50 ng/nl (ou en Ln 

1,609 c 3,912) . 

0 -*• valores observados 

* "* vai oras calculados 
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FIGURA 22 - Análise gráfica dos resíduos obtidos para a curva 

dose resposta do RIE da preparação Cocai de HCH. 

Observa-se uma dispersão aleatória dos resíduos , 

sendo que a maior diferença entre o valor observa^ 

do e o calculado foi obtida na dose 10 ng/ml. 
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TABELA 10 - RIE da variante 22 K. Análise estatística do 
ajuste da curva dose resposta ao modelo: 
Ligado « A • B Ln(dose). 

SC». BOf 
r-tísrc p?ce>r 

1 37*3.207 37:?,207 
€ €2.247 10,375 
7 3?: i ,<;< 

3 f 2 , 3 ! 2 0,*C01 

FRPC P/.23A0 
DO JUU5TT 
CF-50 
c.v. 

3,220? 

í.33?2 

r-CVArSADO r,«?37 

VARIÍVEL S.L. 
P.s.í.írtTTP.f»? 
rs-:"jtM« FP.p.2 PABRSO 

7 ?Í?J =« : 

IKTSSSEC . 
DFCLIVID. 

11?,Í31 
-25,4427 

3 ,7-05 
1 .33ÍÍ 

3 I , 5 í I 
-1?,035 o.ooei 

LIÍADfl LISAS? 
DOSt(uc) r i r e í - terv. ) ( V l r . s . l c . ) ?.?fí?'.r 

5,0 

;o,o 

20,3 

5-3," 

St •» 

?2, í?0 
7Í ,Í?0 

5: ,£ í" 
íT,2€0 
42 , í?" 

: : , 42? 
1?,44* 

«ora DO? pr< 

DC CVA2PA30 
IDV 
005 

75,«S3 
7S,<33 
f l , " 4 7 
f l , ? 4 7 

43,412 
43,412 
20,Í?«!» 
2 * '«da 

-? 
oref^'mc 

3,»07 
« , : r 737 

-Í.TS7 

3Í: i?" 
I .3? l 

2,?*«e4:-13 
f2,24<? 
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FIGURA 23 - Curva dose resposta, em escala seni-logarícnica, 

para o R1E da variance 22 K isolada. Considerou-

se apenas a porção linear da curva compreendida 

entre as doses 5 e 50 ng/ml (ou etn Ln, 1,609 e 

3,912) 

* valores calculados O-* valores observados 
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FIGURA 24 - Análise gráfica dos resíduos obtidos para a 

curva dose resposca do RIE da variant» 22 X. 

Observa-se una dispersão aleatória dos resjT 

duos. 
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O quadrado do coeficiente de correlação 

demonstra em que porcentagem o modelo proposto explica a 

variação dos dados. No caso da preparação total de KCH 

explica 94,08% e no caso da variante 22 X, 98,371. 

A analise gráfica dos resíduos (figuras 

22 • 24) deraonstra a dispersão aleatória deles. 

Duas retas são consideradas paralelas çus^ 

do apresentara o mesmo coeficiente angular, ou seja, quan 

do B1 « B2 nas respectivas equações Y « A. + B. X e Y « 

A2 + E 2 X. 

Para verificar o paralelismo das curvas 

dose resposta, utilizou-se o teste F entre a sona de qua 

drados dos resíduos dos modelos cosnleto e reduzido. Pa 

ra o modelo completo (duas retas com os coeficientes A. 

B^ e A2 B2) tem-se o quadro de variãncia seguinte: 

FONTE 

Modelo 

Resíduo 

TOTAL 

G.L. 

3 

12 

15 

SOMA DOS ÇUADRADOS 

7.213,499 

247,365 

7.460,865 

CUADRADO MÉDIO 

2.404,499 

20,614 

Para o iccdelo raduziéo (duas ratas cesi os 

coeficientes A. E e A- 6) ten-se o quadro de variãncia 

seguinte: 

FONTS G.L. SCMA DCS CÜADRADOS QUADRADO MÍDIO 

rtodelo 2 7.203,262 3.504,131 

Sesíduo 13 252,603 19,431 

TCT.U 15 7.460,365 



93 

O valor de F é obtido pela relação: 

(SQRr - SQRc) / (GLr - GLc) 

onde: 

SQR ê a soma de quadrados dos resíduos do modelo redu

zido? 

SQR ê a soma de quadrados dos resíduos do modelo com

pleto; 

GL são os graus de liberdade do modelo reduzido; 

GL são os graus de liberdade do modelo completo; 

QMRC é o quadrado médio dos resíduos para o modelo com

pleto. 

(252,603 - 247,365) / (13-12) 
F = 

20,614 

F = 0,254 

O valor de tabela para F« ,- ® 11/75, com 

o nível de significância p = 0,5%. 0 F
c ai c ui a {j 0 © menor 

do que o F
c rr t4 C O' ° °;

ue permite aceitar a hipótese de 

igualdade dos coeficientes angulares. Se B, = B2 as du 

as curvas dose resposta são paralelas. 

7,2 - ENSAIO BIOLÓGICO 

No ensaio biológico realizado em ratos 

'.•Jistar, fêmeas, hipofisectomizados, cbservar.os o aumento 

de peso corpóreo nos grupos tratados com a variante 22 K, 

enquanto o gru-io controle não demonstrou este efeito (ta 

bela 11). As r.édias das diferenças de peso corpóreo do.s 



TABELA 11 - Ensaio de aumento de peso corporeo em ratos hipofisectomizados 
para a variante 22 K. Os animais foram tratados durante 9 dias 
com salina ou HCH-22 K 10 e 20 ug, via subcutanea. 

CONTROLE GRUPO 1 (10 ug) GRUPO 2 (20 ug) 

N 

1 

2 

3 

4 

* 

6 

7 

H 

0 

n 

l 

PFíai 
IUIC1M. 

1 3 1 . 5 

1 3 « , 0 

B 8 8 . 0 

0 0 , 5 

1 3 8 . 0 

1 4 5 , 5 

1 3 7 . 0 

8 5 , 0 

1 2 1 , 0 

9 5 . 5 

oo,n 

I M ; ; O 

AI*OK o 

THATAM. 

1 2 0 , 1 

1 3 8 , 0 

8 4 . 3 

0 0 , 7 

1 4 0 , 5 

1 4 0 , 0 

1 3 8 . 5 

8 4 , 0 

l i o , •••» 

' 1 4 , 8 

0 4 , 5 

IUF1--
tl MCA. 

( X ) 

- ? . « 

0 

- 3 . 7 

0 . 2 

2 . 1 

- 5 , 5 

1.5 

- l . o 

- 4 . 0 

- 0 , 7 

- 4 . 5 

X ? 

S . B 

n 

1 3 . 7 

0 , 0 4 

6 , 3 

3 0 , 3 

2 . 3 

1 . 0 

l f . , 0 

0 , 5 

? 0 , 3 

N 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

R 

0 

1.. 

11 

I 'F ; ;O 

(NI CIAI. 

1 2 3 , 5 

1 7 1 , 0 

1 5 2 , 0 

9 6 , 0 

1 3 0 , 5 

1 3 ? , 5 

8 0 , 2 

8 5 , 2 

1 4 1 , 0 

1 4 4 , 0 

1 3 B . 0 

PFSO 
l\POS O 
TRATAM. 

1 2 7 , 5 

1.7? #.9 

. . . 1 5 9 , 5 

1 0 1 , 0 

1 3 7 , 0 

1 3 5 , 2 

8 1 , 5 

0 3 , 0 

1 4 7 , f i 

1 5 0 , 0 

1 4 4 , 0 

0 T F F -
Kl'NCA 

» X 

4 ' ° 
7 , 0 

7 , 5 

5 , 0 

6 , 5 

2 , 7 

1 , 3 

7 , 8 

6 , 6 

6 , 0 

fi.O 

x? 

1 6 , 0 

4 9 , 0 

5 6 , 3 

2 5 , 0 

4 2 , 5 

7 , 3 

1 , 7 

6 0 , n 

4 3 , 6 

3 6 , 0 

3 6 , 0 

N 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

fi 

«> 

1 0 

11 

PFPO 
T N i r i A i . 

1 2 5 , 0 

1 2 1 , 0 

1 2 9 , 5 

1 4 4 , 0 

1 2 0 , 5 

1 2 7 , 5 

1 3 1 , 5 

1 0 4 , 0 

1 2 8 , 5 

1 2 6 , 5 

1 3 4 , 0 

I'FSO 
Al'rtS O 
THATAM. 

1 4 1 , 1 

1 3 2 , 0 

1 4 5 , 2 

1 5 7 , 7 

1 3 1 , 0 

1 3 8 , 0 

1 4 0 , 5 

1 1 7 , 5 

1 4 3 , 0 

1 3 5 , 7 

1 4 3 , 5 

n i F F -
lU'NCA. 

< X ) 

1 6 , 4 

1 1 , 0 

1 5 , 7 

1 3 , 7 

1 0 , 5 

1 0 , 5 

9 , 0 

1 3 , 5 

1 4 , 5 

" , 2 

.JV.I. 

X* 

! 6 9 , 0 

1 2 1 , 0 

! 4 6 , 5 

1 8 7 , 5 

1 1 0 , 3 

1 1 0 , 3 

8 1 , 0 

8 ? , 3 

' 1 0 , 3 

8 4 , 6 

0 0 , 3 
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ratos antes e após o tratamento foram: para o grupo tra

tado com 10 ug de hormônio 5,49 + 2,05 gramas; para o 

grupo 20 ug, 12,14 ± 2,70 gramas •» pê^a o grupo controle 

que recebeu salina, -1,60 ± 2,60 gramas, (figura 25). 

Na análise de variância (tabela 12) deter 

minou-s.-. a variação em cada tratamento e entre os trata

mentos, ou seja, a varxação total do ensaio. Cbteve-se 

F » 85,1, portanto, maior que o F
c r r t * c o (r? 30 = 6 ' 3 5 ) * 

Isto indica que as médias diferem ao nível de p < 0,01. 

O erro padrão calculado foi 0,76. Este 

valor é o cuocie~ite da relação entre a raiz quadrada do 

quadrado médio calculado para a variação entre os trata

mentos e a raiz quadrada do número de observações em ca 

da grupo (S_ • V~QM" / V~n~ ). 
x 

Para demonstrar a diferença entre todas 

as médias utilizou-se o teste de Duncan. Este teste e£ 

tatístico permite comparar as médias dos três grupos si, 

multaneamente (tabela 13). Cada diferença da tabela é 

significativa se for maior do que o menor intervalo sig

nificativo, portanto, no ensaio de aurrento de peso em ra 

tcs hipofisectomizados as três doses de hormônio promove 

rar. respostas diferentes entre si (p 0,01). 

3, EGPA 11 

Após o isolamento per isceletroíoc2lizaçIo 



96 

- ü > 

•4A 

'-'(*'.! o c •' / ...-.1 

FIGURA 2 5 - 0 gráfico demonstra a variação obtida para o 

incremento de peso ea ratos hípofísectomiza-

dos, após 9 dias de tratamento com 10 e 20yg 

da variante 22 K. 
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TABELA 12 

ANALISE DE VARIÂNCIA PARA K«3 TRATAMENTOS COM «?«11 OB_ 

SERVACÕES PARA CADA TRATAMENTO. 

FO>TE DE 
VARIAÇÃO 

TRATAME NTOS 

E JTRE OS 
TRATAME ÍTOS 

TOTAL 

SOMA DE 
QUADRADOS 

1 0 3 8 , 2 

1 8 3 , 4 

1 2 2 1 , 6 

G.L. 

2 

30 

32 

QUADRADO 
MÉDIO 

5 1 9 , 1 

6 , 1 

85,1 

TABELA 13 

TESTE DE DUNCAN PARA MÜLTIPLOS INTERVALOS APLICADO PA 
RA DIFERENÇA ENTRE K-3 MÉDIAS DE TRATAMENTOS. 

A 

B 

C 

M?DIAS 

- 1 , 6 0 

5 ,49 

12 ,14 

A 

- 1 , 6 0 

B 

5 , 4 9 

7 , 0 9 

C 

12 ,14 

13 ,74 

6 ,65 

MENOR INTERVALO 
SIGNIFICATIVO 

k 2 - 2 , 9 6 * 

k 3 - 3 , 0 9 * 

* kj e k- são produtos do valor de tabela con a«0,01 

e o erro padrão do ensaio (0,76)» 
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e cromatografia em Sephadex G-50 fino, a variante 22 K 

foi liofilizada e estocada em ar.polas a temperatura de 

-20 C. Para verificar se a homogeneidade da preparação 

foi mantida após as manipulações referidas atrás e duran 

te o período em que foran realizados os ensaios de cara£ 

terização, foram repetidas as análises er. çel de polia-

crilamida. 

Os resultados obtidos com o sistema SPS-

EGPA 10% foram apresentados no iters III.2.2 e o perfil 

obtido em. EGPA 7% está na figura 20. Observamos que a 

homogeneidade da variante 22 K isolada foi mantida. 
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FIGURA 26 - PERFIL ELETROFORfTICO OBTIDO POR AITÁLISE EM EGPA 7Z 

DA VARIANTE 22 K ISOLADA. O perfil foi obtido pela 

leitura do gel en densitômetro após fixação em TCA 

12,53 por 30 minutos. Utilizou-se como traçador £ 

zul de bromofenol (T). 0 controle de SA3 neste en 

saio apresentou um Rn de 0,713, logo o fator de c<n: 

reçao é 1,0757. Desta forma o Ra calculado para a 

variante 22 K é 0,621. 
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IV. DISCUSSÃO 

Passaremos a discutir os resultados obti

dos nas diferentes fases deste trabalho, ao mesmo tempo 

que registraremos as observações relevantes em cada co 

mentãrio. 

A preocupação inicial no desenvolvimento 

deste trabalho foi a obtenção do hormônio de crescimento, 

a partir de hipófises congeladas, com rendimento bon e 

com pureza adequada para uso clínico. A avaliação das 

modificações introduzidas na extração pode ser feita se 

gunão dois aspectos: primeiro, enfocando-se o rendimento 

e segundo a heterogeneidade da preparação quanto a sua 

composição em variantes. 

Em um processo de extração, para se alean 

çar um bom rendimento i necessário que se estabeleçam cen 

troles adequados ?. cada passo a fin de assegurar a recu

peração desejada, fio processo aqui descrito (esquemati-

zado na fig. 3 ) o acompanhamento foi feito com a deter

minação da massa de proteína extraída. Observamos que o 

rendimento depende muito da solubilização do hormônio a 

partir dos tecidos; < sim, se apôs a 5a. centrifuçação, 

a mistura de todos os sobrenadantes nio atingir 1,0 gra 

ma de proteína para cada 10 gramas de hipófises processa 

das, deve-se introduzir lavagens adicionai3 ao resíduo 

ate que a meta acima seja alcançada. 
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Encontram-se diversos relatos sobre alte

rações do produto final de uma extração de HCH por causa 

da presença de enziraas em extratos pituitarios, cuja pre 

sença parece ser variável * • . Esta atividade enzim£ 

tica pode causar inativaçlo do hormônio ou heterogeneida 

de da preparação. A degradação ê acentuada em soluções 

mantidas a 4°C em pH 7,0 a 8,5 e pode ser evitada 

pela acidificação dessas soluções ou pelo armazenamento 

sob a forma liofilizada e a -20°C . Não há uma des

crição sobre a caracterização dessas formas degradadas 

ou quais enzimas seriam as responsáveis por esses efei

tos. Adicionalmente, hã a possibilidade de degradação 

do hormônio por enzimas de origem bacterianav . Quan

to ã heterogeneidade, observa-se que a transformação das 

variantes hormonais nestas soluções processa-se lentamen 

te em soluções levemente alcalinas e que permanecem ã 

temperatura de 4oC. 

Pelo método de ROOS (1963)^ , o hormô

nio não fica exposto em condições de pH alcalino. No 

nosso método isto ocorre apenas durante a cromatografla, 

pois substituímos o tampão fosfato de potássio 0,1 M com 

NaCl 0,5 M pH 6,6 utilizado no método original, pelo tam 

pão fosfato-glicina 0,5 M pK 7,2 utilizado pelos Labora

tórios KA3I na produção de Crascormon. A maior diferen

ça entre estes dois tannões é dada pela presença de çran 

de quantidade de sal :-.o usado por Rccs, resultando em so 



luçoes de força iônica relativamente alta en comparação 

ao usado pela KABI, respectivamente, 0,676 e 0,265. Es» 

ta diferença e a diferença de pH entre os dois tampões, 

(sendo que o da KABI ê levemente alcalino), poderiam ser 

consideradas importantes no aparecimento de alterações 

químicas no HCH transformando-o em moléculas de maior 

mobilidade eletroforética e conservando sua massa mole 

cular aparente ' . No entarto, esta heterogeneida-

de não se manifesta no Crescormon, e o tampão fosfato-

glicina parece aumentar a estabilidade do hormônio du 

rante a estocagem. Estas observações nos levaram a ado 

tar este tampão para a eluição da preparação por nós fiei 

ta. 

A outra condição, jã citada, que parece 

favorecer as alterações do HCH é a permanência em solu 

ções, a 4°C. Procuramos limitar o tempo em que o extra 

to permanece nesta condição, congelando as frações que 

não estejam sendo manipuladas. Por exemplo, os sobrena_ 

dantes da prirreira fase foram congelados enquanto se pro 

cessavam as lavagens subseqüentes no precipitado. Outra 

medida que adotanos foi suprimir algumas fases do pro 

cesso. Originalmente, no método de Roos (1963), anos 

a precipitação com sulfato de anônio eram realizadas dia 

lise, liofilízação e una segunda série de lavagens cem 

tampão fosfato de potássio 0,02 M plí 6,6 com cloreto de 

sódio 0,1 ?!. A diálise para eliminação do sulfato ds 



antonio do extrato durava de 3 a 4 dias, ou seja, atê ob 

ter-se una reação negativa para a presença de sulfato na 

ãgua de diãlise, o que era verificado por reação com nî  

trato de prata. Gastava-se ura tempo equivalente pa 

ra a liofilizacao e mais uma senana para lavagens do lio 

filizado e ultrafiltração do extrato solúvel, a fim de 

se obter a amostra adequada para a cromatografia. 

No esquema que estanos propondo a elimi

nação do sal se dá na própria coluna de purificação. O 

perfil cromatográfico obtido, assim como a resolução en 

tre os picos são equivalentes aos obtidos por outros au 

tores ' ' . Dessa forma diminuímos o tempo de manî  

pulação do extrato, sem prejuízo para o rendimento. Aâí 

cionalmente, pela relação porcentual dos picos do croma 

tograma em Sephadex G-100 grosso verificamos que houve 

apenas uma pequena formação de agregados (PII) e de pen 

tídeos (PIV), o que pode estar relacionado a uma menor 

degradação enzimatica. 

Retomemos as considerações sobre a ativl 

dade enzimatica no extrato. Nos trabalhos recentes so 

bre extração observa-se uma preocupação em inibir esta 

atividade. JONES (1979)<38), utilizou fluoreto de fe 

nilmetilsulfonila e EDTA, e tomou uma série de cuidados 

para eliminar a contaminação bacteriana no processo. Cb 

teve uma preparação final com bom rendimento e livre de 

pirogênio. De forma semelhante, introduzimos Trasylol 



e EDTA para inibir as enzimas; azida sodica e esterili

zação do tampão fosfato-glicina 0,5 M pH 7,2 para impe 

dir a proliferação de bactérias no meio. O congelamen 

to das frações auxiliou nos dois objetivos. Dedicados 

atenção especial â contaminação bacteriana durante a 

cromatoçrafia. Utilizamos somente água recêm-destilada 

e esterilizamos o tampão de eluição em autoclave. Mão 

se adicionou inibidores enziraáticos e agentes bacteriO£ 

táticos nesta fase para evitar a presença desses elenen 

tos no HCH final; a eluição e a coleta foram feitas em 

temperatura baixa. 

O hormônio purificado apresenta uma por 

centagem alta da forma monoraêrico (42% PIII), é solúvel 

em água destilada e homogêneo em SDS-EGPA. Apresenta um 

PM de 21587 d calculado por esta técnica, portanto, cem 

patlvel com os dados da literatura, determinados por 

equilíbrio de sedimentação 21.500 aí52»88>f 22.000d(21> 

e 24.OCO d '; por cromatoçrafia em gel de Sephadex 

20.700 d, 24 900 d(97), 22.0C0 d(1,26). 0 valor calcu

lado cem base na seqüência de an.inoácidos foi 22.1C0 d* ' . 

O outro critério sugerido, que permite a 

avaliação da extração foi a heterogeneidaée de produto 

final. Neste caso, avalia-se sua composição e:r. varian

tes de massa e de carga. 

As variantes âé massa for3r. excluídas na 

extração. 0 dl^ero foi senarado do ror.ôrr.ero durante a 



cromatoçrafia em àephaéex G-100 e a reçiao provável de 

sua eluição (PII)( ' foi descartada. A variante 20 K 

tem una tendência a formar dimeros • , portanto, de 

ve estar localizada na reçiao do PII tendo sido, possi

velmente também descartada. Esta variante foi desconsJL 

derada durante ruito terço, talvez porque este procedi

mento ocorresse freqüentemente na extração de HCH, ou 

talvez por causa da baixa concentração em que se encon

tra nas hipõfises (por volta de 5 a 10% do HCH da glându 

Ia) ou, ainda, porque a análise en SDS-EGPA é a única 

forma de detectã-la e esta técnica não tem sido ampla 

mente utilizada por investigadores que estudam o hormô 

Í471 nio de crescimento '. 

Outra variante de massa é o 24 K que tan; 

bin não está presente na preparação, pois seria diferen 

ciado pelo método citado. Como o 24 X se forma por clí 

vagem, provavelnente de una enzima que mimetiza a çuirio 
(35) 

tripsina* , esta pode ter sido bloqueada pelos inibî  

cores enziroáticos adicionados. 

A eletroforese en SDS-2GPA tanbén permi

ta a identificação de fator diabetoginico. Após o tr£ 

tamento da amostra cor. 0-raercaptoetanol e uréia há ur.a 

dissociação deste pentíceo da molécula do HCH podendo 

ser localizado na rseiIo de 5.000 a 10.000 d. A origem 

ãaste fator ainda é controvertida, mas a sua ausência 

r.esta pranaração estari?. em desacordo con a pessíbilida 



de de estar associado ao HCH por interações fracas. Res 

tan as hipóteses de ele ser un peptídeo contartinante da 

preparação ou un produto de atividade enziirãtica 'que 

possivelmente teve a sua fornação inibida pelo stêtodo 

de extração aqui utilizado. 

O perfil eletroforêtico da análise ea 

gel de poliacrilaaida evidencia a presença de variantes 

de carga ea nossa preparação. 

Nos trabalhos mais antiços não havia a 

preocupação de caracterizar a migração eletroforitica 

(Rã) das variantes por valores nuwéricos, o que dificul 

ta uma comparação quanto ã composição de variantes ea 

preparações analisadas por diferentes autores. Apenas 

nas publicações de SXYLER, 1977(8s) e SCHHARZ, 1978(84) 

encontrou-se um estudo conparativo entre preparações dî  

ferentes de HCH e «•• classificação das variantes (isône 

ros de carga) baseados era seu contnortar.ento eletroforê

tico. Tomamos os valores de Rn deteminado por estes 

autores para comparamos cor*, os obtidos na nessa prepii 

ração. 

O perfil de variantes çue obtiveres aprs 

senta u?. componente principal/ que ê 63% da preparação, 

cca Ra 0,612 que indica tratar-se da variante 22 X Cfcn 

3/616) , ou seja, a forma íntegra do hormônio. O se 

çur.do components roenos ácido, nor nos obtido, r.ão pede 

aar identificado con a forna Ct enbora a^rsssntar Rn se 



melhantes - 0,672 para a nossa preparação e 0,679 para 

(84) 
C^ pois na analise em SDS-EGPA com 0-mercaptoetênol 

não se observou a dissociação em duas cadeias, como é 

característico para o componente Cj. Idem para o ter 

ceiro componente com Rm 0,763, similar ao C, Rm 0,742 . 

As formas C, e C-» como jã citado ante

riormente, são produtos de clivagem enzimatica. Durante 

a extração, foram adotadas diligências para diminuir ou 

mesmo impedir a atividade das enzimas, quer seja de ori. 

gem hipofisãria, quer seja de origem bacteriana. Logo, 

a ausincia de formas clivadas no hormônio final é mais 

um indicativo de que os cuidados foram adequados. 

As formas mais ácidas que o 22 K presen 

tes em nossa preparação poderiam ser o "Past-GH", a for 

ma desamidada ou uma terceira variante. Para a identi

ficação exata seria necessário o isolamento de cada uma 

delas, o mapeamento peptidico e a confirmação de ativi

dade biológica semelhante ao HC; o que exigiria mais ma_ 

terial e a disponibilidade da metodologia conveniente. 

Não foi possível a identificação de to 

das as variantes presentes mas o componente principal es_ 

tá convenientemente caracterizado. A obtenção de uma 

preparação com alta porcentagem da variante 22 K é im

portante pois permite iniciar o isolamento de uma quan

tidade ponderável dela. 

Cs conhecimentos sobra os mecanismos fi 
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siológicos de atuação do hormônio de crescimento são, 

ainda, muito escassos. Há algumas indicações de que 

ocorrem alterações na forma nativa (22 K) que seriam 

responsáveis pela seleção da ação desejada . As dú 

vidas são inúmeras e a obtenção de uma preparação pura 

da variante 22 K ê um importante passo para se iniciar 

estudos neste campo. Para o isolamento da variante 22 K 

utilizamos a técnica de isoeletrofocalizarão. 

Esta técnica mostrou ser demorada mas 

factível. Permitiu que quase toda a manipulação fosse 

automatizada; poderia rar simplificada se as coletas do 

gradiente da coluna de isoeletrofocalização e da crorua-

tografia em Sephadex G-50 fino fossem acopladas a um mo 

nitor ultravioleta, permitindo eliminar a leitura ma_ 

rual de cada fração no espectrofotõmetro. 

A isoeletrofocalização foi desenvolvida 

em uma estreita faixa de pH com o i' tuito de se obter 

una boa resolução entre as variantes do KCH Esta sepa_ 

ração é difícil pois hi una forte difusão devido ao bai. 

xo peso molecular do hormônio e a diferença de carga en 

trs as variantes ser ben pequena: 1 a 1,5 unidades de 

Valencia (protons por molécula) estimado por CHHAMBACH 

(1973)(16) e 0,3 a 0,3 unidades de Valencia por YADLEY 

(1973) Í J entre cada variante subseqüente. 

A linearidade obtida para o gradiente de 

pK foi ir.uitc boa, an-esantando un coeficier.ta de corre-



laçao de 0,9945 entre o voluine do gradiente e o pH (con 

siderando-se apenas o intervalo entre 4 a 6). As maio 

res imprecisões foran observadas entre as frações 32 a 

33, provavelmente por causa da alta concentração de pro 

telnas alí localizadas. 

A utilização do gradiente de sacarose co 

ro suporte não apresentou interferência na eletroforese, 

pois é um soluto não iônico, estável â corrente elêtri. 

ca e não interage con as anfolinas. 

A escolha do tempo adequado de isoeletro 

focalização considerou o menor intervalo de tenpo que 

nos fornecesse uma bca resolução para a "ariante 2? K, 

o aspecto prático do método e a estabilidade da proteí

na. Foram suficientes 96 horas para se obter a separa

ção desejada. 

Desta forma, desenvolvemos uma metodolo

gia eficiente para o is ilamento da variante 22 K. Por 

ar.álise em EGPA demonstramos que o pico com P.I. 5,12 é 

homogêneo e possui Rm 0,612» característico desta varî  

ar.te ' . As demais nao foram totalmente resolvidas, 

r.as observa-se um início de separação, conforme é evi

denciado pela análise en EGPA (Fig.16). O método de se 

paração deveria ser modificado caso se desejasse melho

rar a resolução para as demais formas Neste caso, po 

dsr-se-ia pensar inicialmente em estreitar o intsrvalo 

cs pH, alterar a concsr.traçâo da anfolinas e aumentar o 



tempo de eletroforese. 

A utilização da isoeletrofocalização co 

mo uma técnica preparativa exige um isolamento da pro 

telna de interesse, das anfolinas e sacarose utilizadas. 

Em nosso caso tentamos, inicialmente, a diálise, nas 

não obtivemos a separação desejada. Muitos métodos têm 

sido descritos pa.a esta finalidade, como diãlise, ul 

trafiltração, precipitação múltipla, troca iônica, gel 

filtração e outras. Mes nem sempre a separação ê to 

tal. Foi sugerida a possibilidade de ocorrerem liga_ 

ções irreversíveis entre as proteínas e as anfolinas, 

nas, posteriormente, foi demonstrado que isto não ocor 

re* '. Outra possibilidade sugerida foi a presença de 

espécies moleculares de peso molecular alto nas prepara 

ções de anfolinas. Esta possibilidade parece ser a 

mais real, pois há variações de 300 a 1.000 d, com algu 

mas citações de até 5.000 d. ' . Levando em ccnside 

ração esta diversidade de peso molecular, a crcmatogra_ 

fia de exclusão molecular nos pareceu a técnica mais 

adequada, assim, utilizamos a cromatografia em Sershadex 

G.50 fino para esta separação (fig. 17) . Esta resina 

possui características de exclusão molecular entre 1.503 

a 30.000 d e permitiu uma boa separação. 

Introduzimos 0,1 M de cloreto de sódio 

no tanpão de eluição (bicarbonate de ancr.io 0,1 M pH 



8,0) com a finalidade de aumentar a força iõnica do 

meio e diminuir a possibilidade de interação entre pro 

teína e anfolina ou mesmo proteína e/ou anfolina com a 

resina. Apresentou recuperação perfeita. A eluição da 

coluna ocorreu em 3 horas, aproximadamente, podendo 

ser considerada um mitcdo relativamente rápido. 

0 aumento da força iônica do meio e a 

estocagem do hormônio em pH alcalino favorece a desami_ 

dação da molécula^ l»77'. per outro lado, força iônî  

ca baixa pode facilitar a agregação da proteína e, co 

no já foi dito, permitir interações com as ar.folinas e 

com a resina. Ma condição que escolhemos pretendíamos 

ficar em um meio terno entre todos estes fatores. Con 

cluída a crcnatografia, a forma 22 K foi distribuída 

em ampolas e liofilizada. Em seguida, as ampolas fo 

ram lacradas e estocadas ã temperatura de -20 C, con a 

finalidade de reduzir ao mínimo os danos durante a e£ 

tocagen 3 . 

Cem os ensaios de caracterização da va 

riants isolada verificamos inicialmente que o nerfil 

eletroforetico do componente 22 K se manteve homogêneo, 

r.ao havendo formação de variantes de carga, principal 

mente por desamídação (fig. 26) . 

Ha análise de aminoácido terminal ccor 

reu a reação cen açer.as un aminoãcido, que foi identic 

czâo como fer.iialanir.a. Este resultado inicialmentsnos 
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confirma ser fenilalanina o -NH2 terminal, conforme já 

descrito para o hormônio de crescimento humano*67»83\ 

Deste resultado também se verifica que a preparação es 

tã pura, pois é um método bem sensível, capaz de detec 

tar 1 nraol de aminoâcido dansilado* , logo a presença 

de outra proteína ou peptldeo com -NH2 terminal de Phe, 

seria identificado. Uma terceira informação importan

te é que não há outro grupo de NH- terminal livre, o 

que indica a integridade da cadeia peptídica. Este da 

do está de acordo com o resultado do SDS-EGPA em que rns3_ 

mo na presença de uréia e 0-mercaptcetanol observamos 

apenas uma banda protêica. 

Pela reação de Ellmann (item II.5) verî  

ficamos não haver -SH livre. Neste caso seria intere£ 

sante ressaltar que para o hGH a ruptura das oontes não 

traz danos ã sua atividade biológica, o que difere da 

maioria das proteínas. Estudos com a redução e poste 

rior alquilação destas pontes demonstraram que elas não 

são necessárias para a manifestação da atividade bioló 

gica, inclusive no homem, nem para a manutenção da e£ 

trutura secundária e terciária da proteína^3H' *'. A au 

sência de -SH livre no HCH obtido, no entanto, demcns_ 

tra a integridade da molécula como um teco. 

No espectro ultravioleta próximo (entre 
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230 a 300 na) observa-se o pico de absorção caracterís

tico dos aninoâcidos aromãticos. Pela análise da compo 

sição de aninoâcidos sabe-se que o HCH possui 8 tirosi 

nas, 13 fenilalaninas,1 triptofano, 3 histidinas e 2 

cistinas. O comprimento de onda de maior absorção, ob 

servado para o 22 X foi 277 nm, portanto, coincidente 

com a preparação total. O valor de E, „,, deter •* ics>, z/7 net — 

minado a partir dos dados obtidos cem o espectro ê 6,92, 

e para E. _ ,on i 6,79. Portanto, valores menores l ca, ZOK) tia 
(56\ 

que o determinado pir LI (1975) 'que foi 9,31 em 

277 nm e por STEIN et alii(1983)í90) que encontrou 8,85 

para 280 nm. O valor que encontramos está de acordo 
MA} 

com o determinado por CHAPMAN et alii (1931) que re 

lata 6,6 e 6,8 para 230 nm. 

A caracterização das atividades imunolõ 

gica e biológica do hormônio isolado apoiou-se em obser 

vacões de seu comoortanento em RIS e no ensaio de auraen 

to de peso em ratoj hipofisectomizados. 

NO RIS, teve-se a preocupação de verify 

car se o ensaio apresentou boa precisão, ou seja, baixa 

ligação inespecífica, ligação especifica adequada e pe 

quena dispersão das duplicatas. 

0 elemento marcado utilizado cemo reagen 

te no RIE possui a capacidade de se ligar inesoecifica-

nente as substâncias biológicas (por exemplo, elementos 

io soro) e nãc biológicas (ceno as paredes do tubo 

ás ensaio) l* . ::o ensaio qua fizamos, as intara 
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ções inespeclficas foram quantificadas pela presença de 

hormônio não marcado em excesso (10 ug/ml). Neste caso, 

segundo o principio de competição do RIE (item II.7) to 

do o anticorpo estará ligado ao hormônio não marcado, Io 

go toda a radioatividade do hormônio marcado deve perma 

necer no sobrenadante e será descartada com a fração li_ 

vre. 0 que for detectado no precipitado será devido às 

interações inespeclficas. 

Durante a primeira precipitação para a 

separação das frações livre e ligada, pode ocorrer que aL 

çumas moléculas de hormônio livre fiquem presas no precî  

pitado ou nele absorvida. A lavagem com PEG a 25% em 

tampão veronrl 0,025 M pH 8,6 e cloreto de sódio 0,4 M 

visou "soltar" estas moléculas de fração ligada. Desta 

forma, obteve-se a ligação inespecífica de 3,7% e 3,6% 

para o HCH-total e o HCH-22 K, respectivamente. Ligações 

inespeclficas desta ordem são consideradas ótimas, já 

que em RIE é aceitável ligações inespeclficas até 10?;. 

Este valor fo.. subtraído da ligação total obtida para ca 

da dose, a fint de se detectar as ligações específicas. 

A precisão das medidas de concentraçãoé 

dependente do nível ce inclinação da curva dose x res?os_ 

ta e do erro na medida da radioatividade. 0 radíoensaio 

se torna mais sensível quando o título do anti-soro a ser 

usado resulta en uma ligação específica má:<ima (calcula 
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da por B/T) igual a 0,5 ou 50% ^ u» i U 0>- A noSsa condi 

ção de ensaio está próxima a este valor, embora tenham 

sido estabelecidas seguindo outro caminho de raciocínio. 

Baseamo-nos no princípio que a concentração dos reagen 

tes e que determina a cinética de reação . Em diver 

sos ensaios de padronização foram fixadas as diluições 

do anticorpo e do antígeno marcado. Desta forma, foi 

possível manter as mesmas condições para diferentes en 

saios com diferentes traçadores, estabelecendo-se um con 

trole de reprodutibilidade interesaio. Outros parâme 

tros como B/P e B/T variam com a atividade específica do 

traçador, e se lixadas automaticamente alteram a concen 

tração do antígeno e do ligante. 

A escala de resposta foi ampliada tcman 

do-se a relação B/B x 100. A análise da curva em semi

log apresenta uma porção linear, que no caso por nos exa 

minado foi considerada entre as doses de 5 a 100 ng/ml. 

A primeira preocupação foi denonstrar que esta intervalo 

de dose considerado obedeceu aos parâmetros de uma regres 

são linear. Utilizando a analise de variância e o teste 

F, demonstramos que o modelo I adequado para um nível de 

significância deP<0,0001, em ambas as preparações. 

Para cada dose foram consideradas as du 

plicatas, não se excluindo nenhum dado. Na ar.álise de 

resíduos verificou-se que a curva do HCH-total aprssan 
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tou uma dispersão maior que o 22 K. Comparando-se os 

coeficientes de correlação evidencia-se a dispersão dos 

pontos entre as duas retas: 0,9480 para o HCH e 0,9837 

para a variante 22K. No entanto, ambas estão dentro 

dos valcres aceitos para este parâmetro. O gráfico dos 

resíduos demonstra que há uma dispersão eqüitativa ao re 

dor do zero, logo os erros das duplicatas são devidos ao 

acaso, sem nenhuma tendência definida. 

A identidade imunoquimica está relacio 

nada ãs propriedades naturais do antigeno, evidenciadas 

principalmente na especificidade da interação antigeno 

anticorpo (item II.7.1). Já foi descrito que certos an 

ti-soros são capazes de detectar diferenças imunoçuími^ 

cas entre proteínas com 1 a 4 aminoacidos diferentes na 

seqüência, ou ainda, com a mesma estrutura primária mas 

secundária e terciária diferentes. Estes casos fcram de£ 

critos para insulinas de espécies diferentes^ . Estas 

observações permitiran-nos utilizar a reação do HCH com 

o seu anticorpo como uma forma qualitativa de verificar 

se houve alterações estruturais na molécula durante o 

isolamento ou rr.esno se entre a variants 22 K e o HCH- to 

tal há alguma diferença estrutural detectável nas condi_ 

çces do nosso ensaio. 

Pela análise de variâncía as daclivída-

des obtidas foram -24,099 para o HCH-total e -25-443 pa 

ra a variante 22K. Veriíicou-se o paralelismo das duas 
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curvas dose x resposta através do Teste F. Estas são pa 

ralelas a um nível de significância de P < 0,01. 

Embora haja uma diferença entre os DE50 

das duas preparações (55,3 e 50,8) não podemos conside 

rar este dado como uma diferença dé pi. icia, pois no 

sistema de análise estatística empregado, a diferença 

nâo se mostrou significativa, ou seja, pela Analise de 

Variância e Teste F as duas retas pedem ser consideradas 

coincidentes (P <0,05) . 

A distinção entre as variantes do HCH 

por RIE é difícil, por causa da semelhança estrutural. 

Para as formas clivadas alguns autores chegaram a propor 

que todas tivessem o mesmo determinante antigênico e que 

sejam indistinguíveis do hormônio intacto por RIE . 

No entanto, embora o RIE tenha esta série de discussões, 

ainda é a única técnica disponível que permitiria identdi 

ficar e quantificar as formas hormonais circulantes, es_ 

tabelecendo o elo entre as observações "<Ln vi£\o" e a f i 

siologia humana, possibilitando desvendar os mecanismos 

que resultam no amplo espectro de ações do horir.cnio de 

crescimento. Esta potencialidade resulta de caracterÍ£ 

ticas intrínsecas ao ensaio, que sao justamente a sua es_ 

pecificidade e alta sensibilidade. Scma-se a estas 

características o amplo conhecimento de condutas Dará 

controle de sua exatidão e precisão, que aur.entam a 

confiabilidade das determinações. O dssenvolvi-ento da 
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ura RIE específico poderia significar uma evolução nos 

diagnósticos clínicos. 

O RIE não substitui o ensaio biológico, 

pois embora em alguns casos ambos possuam a mesma ress 

posta, em outros ensaios observa-se acentuada discrepãn 

cia. Por exemplo, a variante 20 K possui apenas 1/3 da 

atividade do 22 K em RIE, no entanto, é biologicamente 

equipotente no ensaio de aumento de peso, no ensaio de 

crescimento da tíbia e na liberação de sontadomedina. Há 

a descrição de uma forma de HCH que possui atividade imu 

nológica, no entanto é inativa metabolicamente1 . Po£ 

tanto, a dissociação entre a atividade biológica e inuno 

lógica pode ocorrer e não nos permite uma conclusão ge 

ral, pois a especificidade deve ser avaliada para cada 

hormônio, cada sistema biológico e cada anti-soro. 

Diante destas considerações sobre a di_ 

vergêncía entre o RIE e o ensaio biológico, não nos seria 

possível concluir a avaliação do isolamento e caracteri 

zação da variante 22 K sem demonstrar sua atividade in 

vivo. Isto foi verificado pela prova de aur.ento de pe 

so em ratos hipofisectcnizados. A diferença de peso en 

tre o início e o final do tratamento foi avaliada pela 

Análise de varilncia e Teste de Duncan. 

Este teste permite comparar os três cru 

pos simultaneamente. Observamos que as doses de 10 e 20 
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wg foram significativamente diferentes entre si e do gru 

po controle, a ura nível de significancia de p < 0,01. Na 

figura 25 observamos que o crescimento foi linear COEI as 

doses administradas. 

Desta forma foi possível demonstrar que a 

variante 22 K isolada de uma preparação de hormônio de 

crescimento humano possui, além da atividade inunolocica, 

a atividade biológica experimentada in vivo, no ensaio 

que ê reconhecidamente mais indicado para esta determina 

ção. 
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V. CONCLUSÕES 

Considerando-se as condições experimentais 

em que este trabalho foi realizado e a netodclogia empre 

gada, pode-se dizer que: 

a) Para o esqueaa de extração do HCH a partir de 

hipõfises huaanas congeladas, obteve-se 

. pouca formação de agregados e de produtos 

de degradação* 

. una preparação hcnoginea es SDS-EGPA 10%, 

portanto, sera variantes de nessa, 

. una maior porcentagem da variante Integra 

(63%) dentre as variantes de carga obser 

vadas em EG?A 7% e 

. ura rendinento ótimo. 

Estes fatos sugerem que as rxdificaeces 

introduzidas no processo forani adequadas e perrtitern suga 

rir que a padronização desenvolvida seja adotada em extra 

ções futuras. 

b) Para o isolamento da variar.ta 22 K, o método de 

isceletrofocalização desenvolvido é exeqüível e 

permits processar grande quantidade ce proteína 

(50 mg) de una única vez, cent bca resolução. 

A crenategrafia en Sephacerc G-50 fino fci 

eficiente para a s3?aração da variante 22 X des raagsntes 

utilizados na isceistroíocalização e a reaçãc ze biursto 
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mostrou ser um método simples e adequado para v_sualizar 

esta separação. 

c) Apôs os ensaios de caracterização, a variante 
22 K isolada i 

. homogênea em SDS-EGPA 10% na ausência e pre 
senca de uréia 6 M, 

. e homogênea em EGPA 7% com o Rn 0,621, 

possui 21.587 + 196 daltons de peso molecu 

lar, 

possui fenilalanina como aminoácido -NH-

terminal, 

não possui grupos -SH livres, 

possui um espectro de absorção no ultra 

violeta entre 350 e 230 nra, com o máximo 

de absorção em 277 nm, 

. possui um coeficiente de extinção molar em 

2nl nm de 14.883 e o coeficiente E-4-» > 
2/7 nm 

6,92, 

. possui identidade imur.ocuímica com a preoa 

raclo total de HCH, demonstrada no RIE e 

i biologicamente ativo no ensaio de aumen 

te de peso corpóreo realizado em ratos hi_ 

pofisectomizados. 
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