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1. INTROLUGHO .

A sssoclagio entre hipertrofia da glanduta hipofisd -
rla e scremegalia e glgentisamo, levou HUTCHINSON (lj}, em 1900, &

1déia de gue a pltultéria seria um centro regulador do creascimento.

Ance de ouservegec e experiénela conflirmaram que o
lobo anterior da gléndvlia hipofisdria manifestava forte cont#8le &8-

bre o crecclmento em multes espécles de animal.

Por qutro lado, vérios autores, dentre £les LI {IT},
observaram que & hipofisectomis em animals Jovens determinave a8 cec-
saggo de crescimento. Esse fato levou EVANS (5) & Pensary na exis
tBneisa de um hormGnio seeretedo pele lobo anterlor da hipofise, res-
ponsdvel pele crescimento, Isso fol posteriormente confirmado e, em
194k, LT e EVANS (16} conseguiram Llsolar uma substdncis em forms
homogénes, de pltuitdria bovine, o hormdnic de crescimento {GH). Far-
tindo de mesms fonte, WILHELMI, FISHMAN e RUSSEL (55}, em 1548, tles

creveraw Wmn metodo de prepsragio de GH em feorma coristslina.

Bessa dats em @iﬁnte, varies autores procuraram ob -
ter wétodos de preparagio de GH da pltultdris de viriss espécies ani-
mels. VeriZicaram que o produto, quande injetado em snimels, normais

' ou hipofigectomizados, exercia agic de mumentar o péso corporal.

* 0 prassote trabelho fol realizedo ne DivisGe de Redieblolegla do Inatituto da Eoergile Atenics
de 580 Puula, I
Abraviaturan

GH - Orowkh lorcone {Horedole de sceacizantad, HoH = Humesn Orovih Horoooe.
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Animeis ﬁavena hipofisectomizados deixaram de apre-
gentar aumento da espessure da cartilagem epifisdria da tibia e quan

de tratados ¢om o hormonio, o crescimento ocorreu normalmente.

Bsge horménio influensia o metabolismo de protefnas,
carboldratos e gorduras e por isso fol denominedo de "hormdnio mﬂtﬁbé
lico" por LI (lT), em 1956. Produz, por exemplo, retengdo de nitrogé
nio, féeforo e cédlcio, determinande balangos positives, inelusive no
homem. Exerce, também, &Aoo disbetogénlen em c@es, gatos e ratos

intreotca.

Foi, pols, inevitével que €sses Tatos estimulaccen os

clinicos a estudar o efeito desge hormonio em seres humanos.

Em 1051, ESCAMILLA E BENXETT () verificaram gque o
horménio bovino se mostrave inative guando aplicade no homem.
XINSELL e col. {lh), ey 1954, do mesmo modo, demonstraram que o hor-
monio suino exerciz agao pesltive sdbre o raté; enquanto que no homem

nenhuma aqﬁu e manlfestavs.

fates & outros estudos comprovaram & especlficidade
dop hormdnios de crescimento e em fins de 1956, LI & PATKOFF (IB}’
FHRENEERG e HETJENSKIOLD (3) e, em 1957, RAREN (27) consegulram 1so-
lar ¢ hnrgﬁnio dé crescimento de hipdfises bhumanas ( HGH - Humen

Growth Hormene) em forma homogenea.

Esse fato estimulou vérios sutorea a estudar e aper

{15)

felgoar processod de extragao, e LEWIS e BRINK » em 1958, descre

verem o obiengao do horménio em forma cristalina pelo processo  .de

( IRSTITUTD pE ENERGIA ATOMCA
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fracionamentc com etanol e purificagio em colune de dietilamincetil-

celuloze; RABEN {28)

» em 1953, parte de hipdéfises conservadss em
geetons, e faz extragoes com Acido acétleo glaclsl; WILHELMT {553, em
1960, e BEISFELD ¢ col. (29) também usam hipéfises conservadas em ace
tona; ROOS e col,'tjﬂ) em 1963, lntroduzem o método de cromatografis

et gel de Sephadex.

Do -ponto de vista bioquimice, os hormdnios de cresci-
mento diferem-se conforme a espécie animal de onde procedem, O pesc

molecular também varis de animal para snimal. Pera o HOH € de 21.000
a 22,500 (029),

Como os efeitos bleldgleos produzidos pelo HEH séo
(26)(34)

miltiplos e sbbre varloa tecidos, multos autores preferen de
nominid-lo d¢e zomatotropina, hormoelic somatotrdpice, e S7H na literatu

ra em ingl€z,

(uantc ao teor médic de HOH por glandula, gegundo
GEMZELL, e HELJKENSKJOLD (6}, é de 3,T a 6,0 mg. Em 1958, nm e
LI {T}, gcom ¢ mesmo objetive trabalharam com glandulas isoladas e en
contraram valores de ¢ g 15,4 mg, Em 1957, GERSHEER? (8) informgu

que o céntelde em HOH da  glandula pltuitédria ndc varis cowm a ildade,

0 estudo adequedo das propriedades bioldgicas, fislo-
légicas e farmzcoldgicas de aualquer substincis qu§. presume egtar
preeente cu aer sintetizads em um tecldo, exlge o seu isolsmentc, e,
tanto quanto possfvel, a sua purificeg@o. Ho casoc particular de ex-
tratos hipofisirios brutos com atividade bioldgica miltiple e multize

torisl onde se conhece a posaibilidade de pelo menos sete principios

IWSTITUTO DFE ERERGIA ATOMICA
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hormonals, & importancle de métodos capazes de cbtengdo de determina-
do hormonio, com sdmente minims contaminagie pelos demsis, a fim ' de

estudar cs seua efeltos "in vive" , é de indiscutivel interesse cien-

tifico.

¥a posse de métodes de isclamento & purificaghe, o
produto estars em disponibilidade pars ger edministrade a animals e
poaslvelmente ao préprin_hnmgq e nas mals varisdas condigdea experl -

mentais para estudo dos seua efeitos morfoldgices e metabdlicos,

-

Embora éinda nio exlsta processc de obtengdo de hormd
nic de crescimento humanc gue permits a 5us comercializacho {infeliz-
ments, por serem estruturalmente diferentee, o5 hormonios de cresci -
mento dos animslg de abate neo t@m.aqﬁu ne hnmem],.a aen emprépo para
evitar ou corrlgir total cu parcialmente o nanismo hipofisério & alta
mente =zusplclofio, especislments Gquando for possivel B suA ainteae po

laboratério.

Ho memento, desde que se tenhe boa dizponibilidade de
hipéfises humanas, como tem ocorrlde em Sdo Paulo, gragas & colabora
¢fio do Institute Médico-Legal, serd possivel ¢ seu emprego e o estudo
dos seus efeitos terapeutlecs, em casos isolados, tems que entrara

r

certamente, em planc para Tuturcs trabalhos de pegguiss,

Ja foi deserits uma condigac <linice caracterirzada
por deficieéncis isolads de hormfulo de crescimento - o nanismo hipofi
sfrio, Em outras doengas hipofisdrias (ou hipotal&mlcas) além da fal
t4 de hormonio de crescimento, também existem manifestagdes de defl -

" cléncis de outros hormdnics hipofisdrics, e se tal condigfo  ocorrer
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no periodc de crescimento, o nenismo é um dog sintomas importantes,

Multes das alteragtes metabdlicas e morfoléglcas ” de
que s& tinham conhecimento pela experiéncia em animais e pela cbaer-
vagha clinieca puderam ser melhor discriminadas ¢ esclarecidas & par-
tir do momento em qQue o3 peagquissadores vassaram & dlspor de prepara-

40es hormenais suficlentemente purificades, inclusive do fator soma

tutrépiﬁo, para oa estudoz de seus efeitos fisioldgicos e farmacalé-

glicos.

Em propedéntica, a disponibilidade de HGH pure é in
dispencdyel para & dosagem do HGH plesmitico, através do rediolmuno-

ensalo,

FROFOSTTY DO TRABALEO

Ho presente trabalhc procurcu-se deaenvolver um pro-
cezgo rapido e simplea para a obtengic de HOH usendo sdmente aclu -

goes nguosay e de pH priximo da neutralidade,

(30)

Tomcu~ge como base o método de ROOS 2 col. que
procuraren, com o uso de Sephadex G-100, ﬂEpﬂra¥ o HGH de outros hor
monios hipofisérios. Vies & cbtengio de IGH de suficiente grau de 21t
reza, procursndo atender 3s susa aplicagoes nes cempeg da flsiologia,

-

da clinics e da propedeutice.

Proecurcu-se introduzir modificagdes originais no néto

» do citado viaande, sobretude, majior comodidade e tentando pelo menoa
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percial autometizagioc em slgumas de suma etapas de execugao. Essas mo
difieagiies foram permitidas gragss ao uwsoe de aparelhbos especiais como
o Urlgean III, o coletor sutomitice de fragdes, o tubo K 50/100, ade-
quado pare a montagen de colune de Sephadex, Além disso, a fim de evl
tar trabvelhar em camara fria, e tende em vigta as ventagena do tu-
bo K 50/100, sdaptou-se ac conjunto wm refrigerador e circulador de
fluide (Forma Scientific, Marletta, Oblc, USA) que permitiu & circuls
gio de dgua por tdda a superficie externa ( paredes duplas) da coluns

de Sephadex mantendo-az a temperatura inferior a 5°C.

ROCS e col, (30) determinaram a concentragdo proteice das
fragoes eluidas em espectrofotémetre "Zelss - model FMR-II", etapa
trabalhosa e demorada, pars verificaqﬁ? da Bltungho dos plcos de pro-
telna (fragdes de 5 ml colhidar em cérca de 380 tubos), Essas modifi-
cagoes foram naturalmente sugeridas apés as primelras tentativas de
padrenizagio feitas seguindo rigorossmente a técnica de ROOS e col,
"Pates mesmos autorea empregaran & cromatografla descendente, o que
traz o problems de "compactagio” da coluna, diminuindo sensivelmente
a velocidade de fluxo da elulghc. No preseate método fui usada 8 cro-

matografia ascendente gue eliminow por completo o referldo problema.

En complemento A obtengfo de materdal com provével ativi
dade somatotrdfica, prucuréu-ﬁe caracterizar a presenga de H3H  por
meio de ensaios imunoldgico e radicativo,

a) Ensalo imunolodgico. Os hormdnivs protelcos t€m & capacldede de in

duzir o aparecimento de anticorpos especificos, com oz guais reagem

(11)

formando precipiting, como verlficaram HAYASHIDA e LI em 1958,

s

AT
ETITUTD oE ENERGLA



iTi

Baseados nos estudos de QUDIN (22)(23) gobre immodi-
fusic em gel, onde s precipitagio sntigeno-snticorpe ge faz em melo
formedo por gel, ¢ no método da micro~immodi fusio adepiada por
CROWLE ( 2}, fol felto immeenssio quantitetivo do preduto cbtldo . e
do 1IGH padrao (National Pltuitary Agency - UE.:'L}. Fara tal, usou-se
a técnice modificads sepundo OUCHTERLCEY (Eh){"gﬂ, de dupla difusdo
em gel de Ager. O processo congiste em determinar z menor concentra=
¢do de HOH detectdvel pela reegio antigeno-anticorpe, fazendo-se di=-
luigSes sucessivas do antigena e mantendo constante a coﬁceptraqﬁu

do 88ro anti-HOH ( Schwarz Bloreseerch - New York)

b) Ensaio radicstivo. 0Os hormdnlcs "marcados" com elemento radioati

vo competem, com o horminios nfc "marcades' , na formagao de anticor
paog, Com fundamento nessa proprliedade, UTTIGER, FARKER e DﬂUGHRDAY(33}
en 1962 relstarsm um ensaio em gue ge obtém precipitado do complexo

antigeno-enticorpns para o GH.

$sse ensnio, realizado nos leboratérios de Radiofarmi
cla dn Divisgo de Rediobiologia do Instituto de Energis Atomlca, foi
de grande utilidade peis permitiu & identificagic do produte obtide
quandn,'aimultﬁheaﬁente fol "marcado” com ~o°T um padfio de HGH e fra
goes do referido produto, Posteriormente £zse ensalo fol confirmade

nas proveg de imuno-reagio,

HA muitse téenicems para lodag@o do GH, dependendc da
finalidade & que se déatina o hormonio "marcado™. As técnicas de
(37)
S5TAUE, SFRINGS e ELRICK (51) e YALOW e BERSCN fornecem protelnas

com atividade egpec{fica de 5 Pﬂi{yg, com céres de 0,25 2 2 dtomos de
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125IJr livre de carre-

1630 total por molécula, usando 10 a 20 mCi de
gedor, e 0,2 & 1,0 mg de HGH. Esse nfvel de radloatlvidade egpecifina
re mostra rdequado E&rn métodos baseados ha precipitagio, mas nic ra

ra & térenlca imunoeletroforética.

GREENWCOD & eol. (10) relatam preparagio de }IGI-I]' > II,
com atividade cspecifica de 250-590 P.Ci_fl.lg (com eficiéncia de 50 a
Tﬁ%}, parten de 2 a 4 mCi de 131I livre de carregador, = 5 pe de HGH,
€, como oxldante, uzam Cloramins T. ,
demonstreram pelo métode imu-
noeletroforético gque gquando as preparagtes apresentam atividade eape-

cifica de 300 Fcif}lg afo quantitativamente id€nticas s do hormdnio

nac "marcade” quanto i afinidede pelc soro antl-HGH.

Tomendo como referéncia a técnica de iodagio =egundo
GREENWOOD e col, (20) o horménio u'};:tidn fol "marcado™ ¢ subuctido sos
contrdles comuneg mos produtos "marcadoa” (eletroforese, cromatogra=
fla (32:'} e imno-reagio comparativemente com HGH padr&o submetido a

£558E MeSmOS Irocesscs, & fim de confirmar a identidade do produto,
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2. MATERIATS E MATODOS

2.1 = Material biolégico. Hipdfises humsnas {adenchi

pbfisen) coletadas por necrépsis, no Instituto Médico-legal de Sao

Faulo, e mantidas congeladan,

2,2 - Método, As hipdfiaes, em nimero de aproximada
mente 300 para cada prove, sfo dezcongeladns, limpas ¢ s€cas em papel
de Tiltro. PEH&—BE; Homogenlza=se {em, 1iguidificador) por E.pdnutns
usando tempac fosfatc de sddio U,h}ﬂ H 6,2 ne proporgio de Sml por
grama de glandwla. A temperaturs de trabalho é de .4-5°C para tS8des
as et&ﬁaa. Aglta=se ininterruptamente por 1 bore (em agitador wagné-
tico) e centrifuga=-se em Ultracentrifuga (Beckman ~ Model L-2, Type
30 Rotor) a 16,000g {pode-se usar-centrifuga refrigerada MSE "High

Speed 17"), Decanta-se o sobrenadante.

Fazw=se mova ex‘ﬁraqﬁu do rea{duo, usando-se lﬂb do voe
lume originsl do mesme tampso, aglta-se e centrlfuge-se novamente,
nag mesmas condlgies. Combina-se o gobrensdante obtide ao eobrenadon
te anterior. Lave-se ¢ res{duc com céreca de 1/8 do volume original do

mesmo tampio; aglita-ge e centrifupga-ae.

Aoz acbrenadantes combinadoa, Junte-se NaOH O0,1N até
cbter pH T, Mede-ge o volume total obtide e adlclona-se lentamente =
medianie agitacio continua, igusl volume de solugdo saturads de sulfs
to de amfnic (nio neutralizada) preparads também a 4-5°C {esta solu-

¢ao, desprezando a pequena concentrag&c de-vnlume,'poﬁg ger considexs
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da comoe gendo & 509.

ApSs & adigio de sulfatc de amanio, continus-se o agi
tegEo por mals uma hors em agitador magnét;dn. Hota-ae a formaghc de
dengo precipitado, Centrifuga-ge ripidamente a 3,000 rpm {tembém &
-h-5°¢), Dissolve=se o precipitado em pequens quantidade de Fampﬁu
fosfeto ( o guficiente para transfer{-lo a tuba de didlige) e diall
sa-se contra Agus destilade por c€rca de 10 horas. A concentragic de

' proteineg nesse material fol medids segundo método de GORNALL,
BARDAWTLL e DAVID (P, Liofiliza-se. O material branco-amarelado re-
.aultante, representa o conjunto das proteinae hormonsis e nfc hormo=

nels extraidas de gléindnla,

0 HGH existente no liofillzsdo é extraido com solugdo
tampEo fosfato O,1M pH 6,8 contendo NaCl 0,54 na proporgio de 1:5,
ugando-se 5 ml por grama de proteina, até que a reagic de Quchterlony
realizada nos extratos suceszsivos resulte negativa, Tal & feito £6-
bre 1lémine de vidro reccberta por éger a 1% em solugde fisicléglca,
A intensidsde de precipitagie dlmlnul cem o pimero de extragtes, como

ge pade ver ng Fig., 1.

A fim de diminuir o volume obilde das extraqies, con

L

centra-se {por liofilizagio parcisl) até obter um volume de 5 a 6 ml.

e

2,3 - Crometografia nscendente em Sephedex G-100

0 concentrade obtido na etapa anterior ¢ dividido em 3 partes iguals,

que pio aplicadas separadamente g umy colune de Sephadex G-100 equili

pustitte DE ENERGLA ATOMICA




Detarminagio qualitativa de GH em extrato de

pituitdris humsna

"
o e

R ST iy

Fig. l. Imuno-reagac segundo Cuchierlony em lx-
ming de vidro E,é x 7,5 cm recoberte por 5 ml de
agar 8 1% em solugdc Tisioldgles. 1:.orificio de
semeadura do extrato no Iinicio das extragces. 2
ponto de semesdure da mexts extregEo. AS: soro
anti-HEH. A reacBo se evidencia dentro de 24 'ho-
fag a L-5 °C, Observe-se a diminuigio da intensi
dade dee faixss de precipitagiop quande se passa
de primeire pars & sexta extragio. Obteve-se ars

c¢ ailnda visivel atéa a déeims extracio.
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brada com tampdc fosfato Q,1M pH é, 6. Eaan coluna, (FPharmacia, Uppsa-
la) apresenta paredes duplaa que permitenm circulagio de fluide. A tem
peraturs na colune ol mantlds a 4-5°C pela circulagio de dgua refri-
gerada & propulslonada por um aparelho refrigerador IFurma Scientific

-

Inc, Marietta = Ghio - USA). -

A cromatografie mscendente fol & escolhida por nao
spresentar a inconvenifncla do fenomenc da “compactagiic" o qual faz
diminuir a velocidade do fluxo da eluigBo. A elulgic & felia com o

mesmo tampdo ( tampio foafate O, 1M pH 5,6 ).

.

2.4 - Abgorgao no UMtra-vicleta, O eluidc passa por

um sistema ultra-violete, ne comprimento de onda 280 “piy modélo Uvieg-
can III,qﬁe detecta compostos protelcos que sbsorvem ne regifo  ul-
tra-violeta de egpectro entre os comprimentoza de onds 250 e 300 o
£sse aparelha é acoplado & colebor automdtico, Fractomette-200, e a

reglatrador Fecti-riter { Buchlar Instrument}, Fig. 2.

2.5 ~ Tmunc-reagio segundo Ouchterdony (2h)(25)

B uma reagfo matigeno-snticorpo gue guando positiva apresenta tma
faixs de precipitagdo, evidencidvel em meio de dgar, Cora-me Pelo
Amtdoschwarz=10B. 0 engaio ae basela pa capacidade de os hormSnios

protelcos induzirem s formagdo de anticorpos especificos, com oa

quila reagem,

Bsza teate fol mplicado durante as diferentes fases de

f
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Conjunto para fracicnamento, coletn e registro das fra-

gbes proteicas eluidas

il WA Tl LTS e, i
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B 'ﬁiﬁ_l.-r 5 21 _';'@E el b Ll r:_

Fig. 2, L: Refrigerator o propaloionzdor de Sjua rafrigerada; &: Oeluan de
Saphadex da parades duplas pars gdrsologho de Tluido podélc K 5O/00 {Pharca=
giz, Uppsala}l; 3: Maniter Ulirawricletm, Owiscan ITI, que detectn conpoatbag
gue mbsoryem 230 & G0G mu; 4: fpletor avtosatles de fragles [Trectosebibo:200)
G Reglgtrudor (Feesi-riter) G Fracce para wlisnis. A dgua do refrigaradar
elvenle pelas paredes duplas d..a coluns ¢ Gephader conteadp—s a fespersiura in
feedor m 500, dursnte tode o deeurse da eromztogratia, A Trogosa solbldoas pe=

le calelar avtecisico sZa periédita.ue:’.tn transfarldus pars geladelra
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extragao {determimqin q,uﬂlitatim] e no produto obtldo ,(determinaqﬁu

guantitativa), zendo estn ﬁlt:l_::q en comparagic com HGYH tomado edmo Pa

v

dardo (")
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2.6 - Iodacio cow ‘T, ZBaseada nos métodos de

GRERWOOD e cal, 19

y icda-se o prodnto cbiido paralelemente com HGH
padrio {=). E= geguida, o3 produtos icdados Bac aubmetidos #aos com-
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2.8 - Reagentes

2.8,1 - Fara preparagaoc de HGH fol utilizado Sephadex G-100 - Fharms

cis Uppsals, Suéela. .

2.8.2 - Para oz ensaiog, foram utilizadnu aa geguintes gubatineias :
a) IodacEo, lESI na forma de icdeto de z8dio, livre de carregador
e de reduter - The HEadicehemlenl Centre, Amersham, Inglaterre. Fa.-
drao de HSH - National Pltuitary Agency, USA, Cloremina T - E, Merck
AG-Darmstadt, I-ietahisaulfj:tﬂ de rddlc = The British Drug Houses Ltd,
Ingleterra, Sephadex G-50 médio - Fharmacla Uppsels, Suécla. Alpumi
nz bovina, fragdio V - Sigma, Chemical Company, USA, Metsnol F.A.- Ba
ker Analysed Aeagente, 5, Faulo,

v) TImuncensalo, Bacto-agar - Difco Laboratorles, Detroit Michlgan,
Ush, Scro anti-HGH (de cabra) - Schwarz Bloresearch, New York. Ami-

dogchwerz-10B - E, Marek AG-Dsrmatedt,

2,9 = Aparelhos

Mtracentrifuga - Beckman, Model L-2, %0 Retor., Tobor - Large Sam-
ple Cobnting Systems 4350 and U351, HNuelear Chicego. Uvisean IXI
Fractomette-200 e Recti-riter -~ Buchler Ingtrument. Coluna de Sepha
dex com pareﬁﬂa duplaa para refrigerageic - Pharmacialuppsala, Suécis,

Liofilizador ~ Edwards High Vecuum Ltd, Inglaterra.
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5. RESULTADGCS

3.1 - Concentragio protelcs do preduto precilpitade.

Pelo métode de Gornal, Bardswill-e David modificado {g}uhteve-ﬂe 3,6

gramas de protefns total,

3.2 ~ Cromatografie em gel de Sephadex (-100

A cromptografia cltade em 2,5 fol felta em ¢cluna de Sephadex G-100
equilibrada cﬂh.tampﬁn fosfato 0,1 tvH 6,6, CO(bhteve~ae nitide sepa-

racan de 3 picog, como mostra a Flg. 3.

3.3 = Contrdle imunclégico das fractea ohtidas por

filtragio em gel de Sephadex,

Oz elufdos correspondentes & cada pico foram, apds concentragido do
volume { por llofilizacio parcianl), dialisados contre Sgua destilada
a b=5¢C e liofilizados. Cada uma degses tres fragoes ;iﬂfilizadasr

fol submetida a lmunoreagio, a fim de verificar m possivel existén-
oz de HGH‘nou diferentea picos. Considerando aue a protelna originé
ria do pico IT ndo revelou reaglo lmunoldglca, Eﬂsg plee nio foi

maig coneiderado nos (Mltimos processamentos. {Fig. L}

5.4 « Recrometoprafia des proteines dea fragbes T e

jens
08 produtos correspondentes acs picos I e IXT foram redissolvidos em
solugio tempac fosfato O,1M pH 6,6 e NaCll 0,5M, na provorgio de 1:5 e

repagendos em coluns de Sephadex G=100 equilibreda com tampio feoafato

INSTITUTO GE EWERGIA ATOMICA
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CROMATOGRAHE  Th GEL-FILTRACED EH SEPHADEY G-100

- ——

—am ey -—

8,0

Y
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9,04 \-ﬂhl""\'l

4,0

2,9 .

{ | 111
-
o e —
480 20 280" 1200 1440 1660 1920

VOLUME ELUIDO (mi)

Fig, 3. QOel+filiropio de oxtrute de pltvitaris humena gra:ipitnﬂn aom sulfets de gninia
& S, Coluna de Sephadex (~100 mguilibreda cen toopio fosfato O,1M 'pH 6,56, Coluna 5 ca
por- 30 om, tefrigerpdn (K 50/100 - Paormacio Uppeala, Sufela), Velpaldpde do fluxns £0nl
per hara, 1,27 do exirats brule apliecdas #m 2 m)l, {romatoegrafia adcendenta; siusnts
taa;;En foalate O, pH 6,6, FrogGes de § nl, colbidos por coleter awtonatice de fragdes
{Fractarette-200), Figura obiide por un regipbrador futondiien {Reati-riter). Abeorban-~
aic 280 £p (do Uwiscen ILI), © pleo I fod elufde wntre 500 w700 z1; o plea IX ontre
960 & 1,100 cl; o ples IIT enmira 1,250 o 1.700 wl.



IdentificagBo de HGH nos pices I, II,e III

Fig. 4% Imuno-reagio segundo Quchterlony. La-
nina de vidro 2,5 2 7,9 cm récoberta por 3 ml
Eé-égar a 1% em solugio fimioldgieca. 1, 2, 3 :
elufdos correspondentes mos pleos I, IT e ITT
respectivamente. AS: sCro anti-HIH. A peoacde
se evidencia dentro de 24 horas a 4-5% ¢,  Os
picos I e IIT responderam positivamente A imu;"
no-reaglo, isto &, mpresentaranm atividade ipu-

nologles,

.14,
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0,1M pH 6,6, A cromatografin, tanio do material proveniente do pice

T como do pico ITT, mostron um nico pico (Flg. 5 e 6).

%.5 Determinacido quantitativa do HOH pels técniea da

difusfic em gel de azar.

03 eluidos eorvespondentes s Plg, 5 & & foram concentrades, dialisa-
dos e liofilizadoa. Az proteinas aggim obtidag teotalizeram 576 mg e

397,53 mg respectlvamente pars cs pleoa I e IIL.

Para a determinagio guentitative de HGH neases picos
T e ITI, usou=-ge o processa da dlfuséo em gel de dgar, segundc técnil-
ca de Ouchterlony adeptado para © presente trabalho, (Fig.T). Para de
terminar s menor concentragio de HGH detectdvel por €zse processo, ou
tra lamina foi feits, mbdificandu apena& Bs ccn¢§ntruq6es (Fig. 8). A
mesma técnica, empregada para o padeio, demoustrou posltivideds ate
20 picrogramas por mililitro {Fig. 9). Isso significa que & ativida-
de imunnlﬁgiéa dﬁ produto uhtido{ representa lfB da do HGH tomade co

mc padrac,

3.6 ~ Iodeciio do HGH com 125I. -

1

05 produtos correspondentes acs picos I ¢ ITT foram "marcados"”  com
1251 seqmdo a técpica de GEEENWOOD e col. (10}.FA,fim.dE confirmar a
"marcagac”, e também pare determinar a quantidade de 18do livre, fize
ram-se controles eletroforéticos, cromatogrificos e imuno-reagio dos
produtos 'marcados”.

Na e;etrnfbreée dos picos Te IIZI, pude-se notar que
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CROMATOCRANA DA GEL-FTLTAAGEO 04 Plcd T

8.2 =
Asng L
6,0 -
4,0
2,0+
O
1 o 1] r 1 bl 1 T 1
&80 T20 250 1200 1440

VOLUME ELUIDO {ml)

fig. 5. Recromntografin do elufda corrsapondente po plao T, opde
congentrednd de volune, Coluna de Sephodex G100 eqQuilitreds ¢om
taopga foafata 0,1M pH E,E.LEI“iQEﬂ oom ¢ moeme taspho foafato,
o 4-6 oG, aauandant?. Fregaed de 5 nl, colhidas por galetor muts
catipo, Tucachs de colunn, 5 x 0 co. Yelopeddeds do flwes, G0nl/hn
ibsorbinols {Uviecoa XTI} , 260 mp. Netar que, spssnr da exis —
tinein du HOH inunnligicnnanth ativo oo plea I ado houve dondobrs
ments 44 pica, O temte ds Juchiterlony reslipads patp o produts sb

1ido da recromatogralln oontinua com resuliada pepitlve,
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CROMATOMGHAME DA GEL-FILTRAGIS OO Pich BTT

0,0
AEED
6,01

40 J

2.“ n

L3

L] ¥ ¥ L

iﬂlﬂﬂ ‘I'it.i!ﬁ iillll.ﬂ
VOLUME ELU[DO (ml)

1200 1240

Fig. 6. Recrosetografin do sluids correspondents po pden 11T, apha
songentregae do voluge. Colena de Sephadex =100 squilibrpda  com
toampno fosfato O,1H @l 6,6, Elui¢a: neoepdents, com o megﬁa tanpng
& #=5%0. TFragies ds 5 ol colhidas oulooiticocenbe, Tananho da colu
ne, 5 x 90 tm, Yelocldpde do f(luze, £ wi/n, Absorvdacie {Uviscen

ITL), 990 au. 0 pieo III ae pantén inaltersde, Lot E,; nEo  houve
deadohrnnmtn' do pleg, 9 taate de Juohterlony raclizado pura o pro-

duke obtide da peoropatografis soallave cow resultads pn:a.it.!.w.



Determinaciao quantitativa de HGH

Pig. 7 TImuno-reugfc eom gel de dgar segundo

uchterlony, em l8mina de vidro 2,5 x 7,5 cm
reccberta por 3 ml de Agar & 1% em solugo fi
siolégica. 1, 2, 3, b : HCH nas concentragGes
de 1.000, 400, 40O e 200 microgramas por mill
1litro respectivamente, em tampio fosfato O,1M
TH 6,8, Af8: s0ro anti-HOHL Dessas diluigdes

foram a.plic:afjas aprovimadamente 0,025 ml. Fi
reagio se evidencis dentro de 24 horas & k- 5
9. Com a dimlnuigio da concentragio da mmos -
tra, nota-sze progressiva diminuigfo da faiza

de precipitagio,

- 20,



Determinagdo quantitative de HEH

\

Fig, 8, Imuno-resgie segundo Ouchterleny. I:
pieo I; IIL: pleo XIX. 1, 2, 3, & : HOE  nas
concentragoes de 200, 100, TS5 & 50 microgramas
por mililitro, em sclugdc tampdo fosfnta O,1M,
pH 6,6. AS: soro antl-HGH. Quantidade aplica-
da, 0,085 ml. A (ltima concentracdo onde a
reagdo se mogtroul positliva foi de 160 microgra

mas Purlmililitru. Esta reagao foli felia em li

ming de vldro 2,5 x -T,5 cm, recckertz por 5 ml

de Agar = 1% em solugdc fisicldgics.

.21,



Imuno-reagdo segundo Ouchbterlony

HGH padrdo

Fig. 9 Lawmwina de vidro 2,5 x 7,5 cm recoherta
per 3 ml de &ger a 1% em goluggo fizicldgica .
1, 2, 3, 4 :; amostras de HGH padrSc nas concen
tragoes de 200, 100, 75 e 50 microgramas por

mililitro respectivemente, 5, 6,7, B; 50, 20,
1C e S microgramas respectlvamente, A menoy
congentragac detectada fol de 20 microgramas

por mililitro, Aplicou-se aproximadamente 25
mierclitros de cads amastra, 4 reagac se evi -

dencis dentro de 25 horas a 4-5 ©g,

- 22,
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tods & atividade ae montém, tal ¢omo ocorre com o MGH netural em bai-
xa conecentragio, ne regiie da semeadura {origem), As flguras 102 e

125

10b mostram eletroforetograms dos plcos I e IET “marcados” com I.

Paralslenente foi felta eletroforese de padrio de HGH -

"marcada" eom 185 I. 0 seu eletroforetograma pode ser vizte na Fig.1Cc

Féz-ge tombém cromatografla doa picos I e YIT ‘marca
dos" com 125I, parelelogmente com & do padrio de HGHJ'QEI. (Fig. 1ls ,

11t e-1lc),

Pelo exame dos eletroforelogrames e cromatogrames, ve
rificou-ae que o comportemento eletroforético e cramtuyﬁﬂca daz a-

mostras néc ae distinguiu dagquele do padrio.

Por outrs lado, asbendo-se gue of hormSnics "marea -

’

" competen com o2 nie "marcedos" na formagRo de anticorpes, reali

dea
zou-se o teste de ilmuno-reagdo com o HIH 1‘?51 cbtide pele técnica a-
qui apresentada. De um lado da lémina, colocou-ge anticorpo pure e
no outro lado semeolu-ge ume mistura de HGH "marcado™ e pao "m.nrqa-
do"; como e pode notar, na Flg, 12, houve aparecimento de uma inica

faixa de precipltagio, onde se pfde constatar radioatividagde,

3.T - Rendimentc da extrecao

0 preduto protelco resultapte de 10 Extrnqaé; { & 112 extraqdio reapon
deu negatlvamente ao teste segundo Ouchterlony)} fol de 3,6 g para ca-
da 300 hipdfises. O peeoc imido uu;tario,.médg.a, dag hipéfises fol 260
miligremas., Asaim, o rendimento em protelnas hipofisérias fol de 12,0
mg por hipdfise,
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30,000 | tanpdo veroanl pit B,5, Tenager 250 ou
2 mh/frita, duranta 50 win. Atividode de
tarmionde em opa por ¢m de papel, ao s
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CROMATOGRAMA DDS PISOS T e TIY MedRcabos® & Lo PATRKo IR max 1251

Fig, 1la, Grooatogenfisa mecoodents em
papel whabadt 2% 1, por 2 harea na ¢hg
surddode, Selvento, setenol a 753, ALl
vidade { do KoK 1251} determinada es
¢pa por om do papel pals gomtador To -
bor [Huplesr Chicage), A4 stividale paz
nanace op arigam [ poato da Ellaﬂﬂurl]

Cromatografic da plas I,

L 7 3 11

Fig, 11b. Pieg III, Cromatogrefle oa
cqndenta em popel whatoan a? 1, por 2
hores o ebacucideds. Sclvonte, zate-
nol n 756, Ativideds (do HoW 225)

;utn?ninnﬂa em ¢pm por cm do papel pa
1o conteder Tobor {Ruclear Cnicego) .

4 atividade permuneca be orlges,

Fig. tlo. Padras ds KGH 1271, Crope-
togrofin swecendents a8 papol whatsan
n¥ 1, por 2 horas noa coscufidnda,
Splveats, motanal & 7P, Atividgds
do woe 1251 dotaralpade ea cpa par
g3 do papel &n aparelho Tebor (Hu =
aleor Shicego). A stivideds pecwans

aw 1a origen.
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Determinago de atividade imunoldgica do HAH VT

Fig. 12, Radicimuno-reagdo em lamins de vidro
2,5 x 7,5 cm recoberta por 3 ml de dgar & 1% em
solugio fisioldgica. AS: sfro snti-HEH. GH:

horEdnio de crescimento "mercsde” mals hormdnic
de crescimento nfo mercado. P: falza de precipi
tagho, fdnica, .com atividade determineda em con-
tagens por minuto em aparelho Tobor (Huclear

Chicago)

L] Eﬁl



2T

0 total da protelns obtida {3,65} fol dividide em 3
partes e, independentemente, aplicadas & coluns de Sephadex g-100 de

vidamente eguilibrada (Fig. 3, 5, 6).

As frEquﬂ correspondentes aos plcos I & III foram
respectivamente reunidagz entre gl e subseguentemente dialisedazs e lie
£1lizadas. Essa cperagao fol repetida com 5 partidss & a média dog
rendimentos em proteinaz hipefigariss fornecids pelos picos I e IIX
foi de 575,0mg pars o plec I e 397,3ug para o plco II&. 05 valores re

feridvs foram obtidos pela pesagem do produto apds liofilizacgdo.

A egtimative de hormonlo de creacimento imunocldgles —

mente ativo pelo proceasse de Cuchterlony, que de acorde com MORRIS ¢

col. {21)

se correlecicna fazo&velmente_bem com & atividade biologl
ca, mostrou gque GE?EE de 1/5 do prudutﬂ.dﬁfidu, tanto pare o pico I
come para o pleo IIT & repregsentado pele HGH. Dessa foruma, pode se
exprimir teor em HOH fmunoldgicamente ative come séndn de 115,8mg pa-
ra ¢ pieo I e 61,4 mg para o plca III. Bsses valorea expresscs  em
mg por hipéfiee correspondem respectivomente g 0,384 mg e 0,206mg.
(slculandc esses valores em base ao peéso Omido unitéric médic des hi-
péilees, € gue e de 260mg, cbteve-ze que a protéina  correaponden-
te ao pleo I exlste na concentragao de 1,47 mg por grama de mlpofiae,

e a do pice III na concentragso de 0,792 mg por grama de ﬁipéfise.
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3.8 - Rendimento da lodachc com ]‘251

':10} forneceu

A iodagho, felta segundo técnica de GREENWQOD e col.,
rendimento.-da ordem de 6% (Fig, ‘12]. Poses autores citem rendimen -

tos de 60 a T5%,

READIHENTY 24 I90XQL0D

upm
E0,000 L r‘ﬂ
L, 000 | | ‘
anoon |
X000 L -
20,000 |
pLIME LU |
" 1 5 ; 5 9 li i} 1; cn
Flig. fE'

Flg. 12, Crozatografis asagendente 4o papel whatngn p? 1, Soroote! me—
tangl a 75 teope de corrida: 2 karan oa sbgauridade, Atividade o
1251 deds ew cooisgem por minuta, eu eperelho Tohor (Huolewr Chinage)

por sentisetro da Fitn do papul, O prizairg ples correspepds s hor=
/

. bondy "Hafonde’; & sagundo mo 1540 liwes,
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I
0 reodimento percentual, do produto "marcado” e diall

eada, calculou-ae:

K

Atividade final em 1251 (apts dldlise)

100 = 69

125

Atividade inicial em I {antes da diAlige)

A atividade e.ﬂpec{fica do produto cbtlido "marcedo"

com 2L fol de 12,5 pCi/pg ou 3,83 wot/ul,

. 125

As atlividades enm I foram deierminadas por ecpm ~ no

aparelho Tobor (Nuclear Chicage).
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4, DISCUSSAG

Q HGE hipofisdric pode ger cbtido em grau de pureza
razoavel pelo praceshn deacrito nesﬁe trabalhe. 0 sulfato de amdnio

8 50% precipits, slém de MGH, outroa hormdnlos hipefisdrics.

Pol usadc, eemenciglmentes, o métods de filtragho em

gel de Sephadex G-100 padronizade por ROGS e col. (303,

Procurau-se, porém, introduziy modificagdes no senti
do de tnrnﬁ-ln menos trabvalhoso & o mals automatizado possivel. Ea-
zer modifiagfes forsm possiveis devido ao ueo de alguna aparetlhoz ,
especiaimente o Monitor Ultra-violeta (Uviscan III) conectado & Te -

. giatradery; que permitiu simulténesmente s lelturs & reglstre  doa
pleos proteicos 4 medida que o eluepte flula pela coluna de Sepbadex.
A coleta das fragBesa eluidas tembém foi automatdzads com g convenien

te ad.np‘tu.qii:'a, B0 gparelho, de um coletor antomitico de fragbes (Frae

tonette-200),

Aselm apda a aplicagio da suspensfo de extrato hipo-
fisdrio A& coluna de Sephadex, especialmente quando ae usavs & cromg-
tografia ascendente e velocidade de fluxo controleds; fol possivel

* delxar o processo de elulgho correr durante tods o periuﬂo noturno ,
" sem cuidndos especianis ( o processo de elui¢éu rara aesparagao de t§
das as fragoes proteices hipofisirias, tem duragio em gersl nio infe

rior a 20 horas). O uge de coluna K 50/100, de paredes duplas, permi

* tindo manter a lemperatura a L-59C peln circulagio de dgus refrige-

r (RSTIIUTG DE ERERGIA ATOMICA
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rada, tornou desneceasérin n montagem do conjunto camars fria,

Outra modificegée intreduzida no método de RGOS e col.
fol o uso da téenics iminolégica de Ouchterlony. Esta tem a finalfda-
de de evitar perdas de hormoulo de crescimento durasnte o aeu procesao
de extragio com ¢ tempao foefato, ROOS e col. reslizaram tres extra-
Goes sucessivas, Como ge p6de verificar pelo pregente método, a poai-
tividade da reagio segundo Ouchterlony ae estendeu até a dfécima extra

gBu, gerentindo sesim malor rendimento final.

A atlvidede imuncldgles fol encontrada, come mm:"brn a

Fig. 4, nes fragies correspoudentes aoa plcos I s ITI, Essan fragdes,
‘ purificadas por filtragao em gel de Sephadex G-100 forneceram, cads
uma, wi plca 'ﬁ.nrico (Fig. 5 e 6). ROOS e col, nfo constataram atlvida-
de bloldglen de HGH no plce I onde, pela gell-filtraqrﬁa em Sephadex
G-100, ae separam tOdae as grandes moléculas protelcas. Eubora o pico
I apresente atividade imunclégica, & peselvel.gue ndo exiba ativida-
de bioldgics significente, o gque serd conclufde em trabalhko ulterior,
jé& programade, NAo.existe explicaglio razodvel pars o arrastamentoc de
molécules de AGH respousdvel pela positividade da reagio de Ouéhterlg_
ny no picc I, gue se mantém Inalterado e com rea¢do poaltiva, mesmo

apbs now crematografia. (Fig. 5).

-

B possivel que em trabalho ulterior se possa obter se
paracidc do componente imwioldgicamente ativo wbtido no plee I, . com
© ugo de Sephndex G-EGEI,' tal como o 'flizeram MacMITIAN e col, (20) BO
eptudarem e provarem & helerogeneidade do HiH de Raben (extrafdo por

processamento quimico de hipéfiees humuaa) amplamente uiumio nag in-
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vestigagdes e tratamento clinico.

Gom base na capacidade de formagdo de anticorpos espe
gificos apresentads pelos l;ormﬁniua proteicos, e consequente formagho
de precipitade resultante da reagfo antigeno-anticorpe, consegulu- se
determinar quantitativamente ¢ HGH neasgas amcairas liofilizadas como

demongtraram MOHRIS e eol, {21}.

Frente n elemento radloativo, o comportemento dos pi-

cos T e ITT fol tembém semelbante; ambos foram fodados com 125

Ie a
atividade obtida fol de aproximndamente 3,8 mCi/ml. Comparadas com
.pa.drEn de H}H]'E?I, exibiram ¢ mésmo comportamento, dpmfmat;'u.du POT B=
letroforese, cromatografin e imuno-:f'eaqin {Fig. 10s, 10b, iﬂc, g,

l:l-h} lle & lE)l

Segundc HINTER ¢ GREEWWOOD [12], quando a atividade
eapecifice & de 300 pcif}:g, e gté H00 Pcifflg, a@ preparagoes 8o quan
titativemente idénticas ao hormnle nio “innr-::adn", determinado pelo
‘método imunceletroferético, Acims de Sﬂlf} hi uma progressiva diminui-
¢ac ds afinidade pelo abro antl-H3H, Entretanto, nc PI'EE;‘-'H‘bE traba-
lho, cobtlveram-gze atividades especiflcas dn. ordem de 200 Pcifpg, abso

lutamente efim. pele soro anti-HGH .

A técnica empregadsa para s "marcagao" do HGH cita ren
dimento de 60 a T5% {10}_ O meswo rendimento eslculedo pé.ra o HGH
obtido pela presemte técnica fol de 699, Quanto ac rendimento de HGH

por gliandula, varis meito de nétodo para método.

antsEras (36) consegue obter 5,3 ug de HIE, partindo de 120g de glén-

INSTITUTE {E ENERGIA ATOISCA
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dula fresca, ¢ que corresponde A um rendimente de 0,04420 mg por gra

no. de gfndula fresea, LI e PAPKOFF AE)

rartindo de 0,8 mg de hipd-
figeg 1iofilizndns ﬂbtilr.veram 29 mp de HGH, LEWIS e ERDNE (,15) conge
guiram obter aproximadamente 100 mpz de HGH por grama de  hipdfizes
conservadas em acetona ¢ que significa 20 mg por grama de glandula
freace. GEMZELL e HELJKENSKJOLD (6) sbtiveran 5,7 & 6,0 mg por glin
" dula. RD{iG e ool, (30) citam rendimento de 5 mg por grama de gléndu-

Jaz congeladan,

0 rendimento cbiido i:.-a.ra ¢ HGE immoldgicamente ati-.
ve por grama de hipSfise, conseguido pelo presente método, foi  de

1,47 ng & ©,792 mg reppectivamente para o8 picnnnI e IIT.-

Deve-de lembrar que o pleo I[IE ter;n 8ido indicado pa-
ra as diversas aplicaqGea A pesquise clinica .a amiplﬁgica por . ROOS
e col. tenda em vista a atividade bioléglca em HGH concentrada nesce
rico. Entretanto, os mesmos autores acham que para veo clinico a pre
paragao pode sger auito menss purs, bastando, em gimplificagio do mé-
todo, diesolver o precipitado pelo sulfato de amtnilo tampdo fog-
fato sem prévie llofilizagio ( a solugiio serd diretamente aplicada A
coluna de Sephadex), Ainda os mesmos autorea sdyertiram, como se po-
de induzir ldgicamente do presente trabalho, gque além de HGH hé ou -
tras aubstincias :ie mistura com o ht!z*mﬁniﬁ, exbora A ncnt&ﬁ:inaqﬁn
com material hnrmma.l atlvo que ndo o HOH gseja bloldglcamente pegue-
ne, pelo menos no pieo IXI que fol melhor 'estﬁdg:xﬁp. 0i autorep §obre
cujo método se hageou o presente trabelbo ndo fizeram om e-atudna dma

nelogices acul referidos.
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L.

. 3k,

Z. QERICINSNES

Fol padronizeds um métede de separagiio de HGH em forms rezolvel
mente pura pela fraclonamento em Sephadex G-130 de extratos
kipofisédrica sendo gque as modificagdes introduzidaz permiti-

ram mais automatizagae do processo.

0 emprego da imunc-reagio segunde OQuehterlony nas virias eota-

pas de extragao permitiu eviter perdss de HGH.

4 imuno-reagdo quantitativa, feltsa comparativamente com padric
de HGH, permitiu dar nogla da rigueza em HEH imunoldgicamente
ative presente na amostre llofillizada.

1251

0 usc de radicisdtopo, .,  permltiu por comperagio com HGH

pedrio a identifiesgfZc do produto obtido.
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6. SUMARIO

0 HGH € un horm@nio de naturezs proteics de diffeil
aquisigio, J& gue oz processops de sua obtengdo s&c por certo difi-

- enltedos pela peculiaridade do material de origem, -

No presente trabelho, procurou-se desenvolver méto-
do de obtengdc de HGH, visando facilidade e reprodutibilidsde de

técnicg,

(s rendimentos, expresscs em gramag, recupersdos do
pico ITI foram aprecidveis e compardveis aos dos vdrios métodos e=
%lstentes e cltades. Zntretanto, guando expressos em HGH imuncldgi
camente ative, verificou-se queda do rendimento para lfé de ﬁGH

usado come padrac.

A fim de comprovar & identidade do hormonic chtido,
foram feiteos testes imunoldgico e radicative. Os resultados foram

perfeitamente compardveis sos do pedrio de HGH.

ESTITUTO OE ENERGIA ATOMICA
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