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Resumo

PURIFICAGAO DO HORMONIO DE CRESCIMENTO HUMANO. ISOLAMEN
TO DA VARIANTE 22 K. ENSAIOS DE ATIVIDADES BIOLOGICA E
RADIOIMUNOLOGICA.

MARIA APARECIDA PIres CamiLro

O hormbnio de crescimento humano purifi
cado de extratos hipofisdrios geralmente nao & ura inica su=s
tancia, mas uma mistura ée diferentes proteinas denominadas
variantes. Estas sao, pcssivelmente, originadas por hidr61£
se enzimatica, acetilagao, dimerizaga., peru. de amidas, éi
ferengcas na segléncia primaria etc. Recentemente tem sicdo
sugerido que cada variante possui um papel fisioldgico éis
tinto. A principal limitagao para comprovar a possibilidade
sugerida e a dificuldade de se obter guantidades vonderaveis
de cada forma do hormonio, para os ensaios.

O presente trabalho descreve um métcdo
de extracdo de HCH, a partir de hipofises humanas congeladas,
com alto rendimento: 8,7 mg de HCH por clindula processada.
A preparacac niao arresenta variantes de massa pois se rcs
trou homogénea en SDS-EGPA 10%. O peso molecular calculado
por este método foi 21.537 %+ 196 daltons. Entre as varian
tes de carga a forma intecra (HCH-22 K) constitue 63% da rrg

paracdo (calculado por aralise em EGPA 7%).



Por meio da técnica ce isceletrofocaliza
cao foi possivel jsolar a variante Intecra da preparacao to
tal de HCH. O pico principal, com pI 5,12, foi separado e
subretido 2 uma cromatografia em Sephacdex G-50 fino para iso
la-1lo das anfolinas e sacarose utilizadas na focalizagado.

Nos ensaios de caracteri:agao da varian-
te 22 K verificou-se que: possui fenilalanina como aminoici
do Nﬂz terminal; nao apresenta grupos -SH livres; no espec
tro de absorgao ultravioleta a absorgao maxima ocorre en
277 nm; possui unm coeficiente de extincao molar 14.883 e
El% 6,92; possui identidade imunngquimica com a preparagao to
tal de HCH verificado por radioimunoensaio e possui ativicda

de no ensaio de aumento de peso corpdOrec realizado em ratocs

hipofisectomizados.



ABSTRACT

PURIFICATION OF HUMAN GROYWTH HORMCXET. ISOLATION OF

THE 22 K VARIANT. ASSAYS OF BIOLOGICAL AND RADIO -
IIMUMOLOGICAL ACTIVITIES.

HARIA Aparecina Pinss CamiLro

Usually, isolated human growth hormo:ne
(hGH) aprears not to be a single substance, but a mixtur
of different proteins originated by the action cf hvdro -
lytic enzymes, acetilation, dimerizaticn, desamidation cr
also it might present different aminoacid sequences. Re -
cently,_several papeis have presented the idea that possidly
each of the hGH forms might be actually a distinct hormcrne ,
with a proper physiological role for each form. The main
difficult to work in this fiell is to chtain , through =z
sinple and reprcducible technique , an honogeneous aaount

of each variant.

The pnresent woik describes an extrac=inc
method Zor hGH from frozen human pituitaries with high vials:
3,7 mg per processed gland. The preparation dic not prasan
mass variants as shown by homogeneity in a SDS=-PACGE 10 % sys-
tem. Moclecular weight calculated by txis method was 21.537

+ 196 daltons. Among the charge variarts , the integral Zcro

(hGii~=22X) performed 68% of the premaraticn (calculated oYy



PAGE 7% analysis).

Iscelectric focusing studies made it
possible to isolate an integral variant of thke total pre -
paration of hGH. The main peak lacalized at PI 5,12 was
pooled and chromatographied on a Sephadex G-50 column %o
renove the ampholines and sucrose. After liophylization
the protein was analysed in polyacrylanide gel electro -
phoresis showing cnly one protein bané that corresnonds
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 2xtinction in ultraviolet
absortion spectrum was at 277 nm; it had a molar extincticn
coefficients of 14.888 and El% 6,92. he protein showed
immunochemical identity with total hGH creparaticn and
proved to be bioclogically active as shcwn by beév weicht

increase of the hyporhysectomized rats.
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I. InTrODUCAOD
1. HIsTORICO

Desde o fim do sécu}o XIX, acreditava-se
que a glandula pituitaria era o centro regulatdrio éo
| crescimento. Entretanto, isto sémente foi confirmado enm
1944, por LI & E.ANS, ao demonstrarem a a¢ao do hormonio
de crescimentc (HC), isolado de um preparacdo homogéneo
de glandulas bovinas, em ratos hipofisectomizados. No er
tanto, BENNETT (1950) e KNOBIL (1954) ao administrarem o
HC bovino no homem e no macaco nac observaram os efeitos
esperados. Todos os trabalhos clissicos menciorados, es
tdo citc los na Revisdo de LI, C.H. (1968) ),

Surgiram varias hipoteses para explicar
este fato, por exemplo, que o homem nao pcssuia um hormd
nio regulador do crescimento; que a inatividade okserva-
da era devida a preparagdes impuras, ou ao desenvolvimern
to de resisténcia imunolcgica, ou ainda, considerava-se
a possibilidade de existir uma diferernca quimica entre

(17,55,71) | pgta @2

os hormonios de espécies diforentes
tima hipotese ficcu cemprovada em 1956, quando LI & PAP-
xcrF 1) {golaram o horménio somatotrdfico de hipofises
humana e de macaco, e cemonstraram a sua ac2o no hcmem e
algumas diferencas £isice-quimicas ccm as demais molécu~-

las.
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FIGURA 1 - Sequencia de aminoacidos do hormonio de crescimento humano.



Atualrent:y. & ssrqléncia primaria do HC e
varias espécies & ‘>tal Ju parn*i‘ze.te ccnhecida, citan-
do-se cormo exemplos, o huradnioc huwano 33? (vide fig. 1),
0 kovino e o porcino(sa). Qusznde ¢ umparamos estas seqgleén
cias verificamos que ha gsandis segmentos homoOlogos entre
as proteinas de diferente~ cspicies, mas as porgdes dis
tintas atribuem a cada .ma Zelas sropriedades fisico-qui-
micas proprias, por exe plo: prnod isoelétrico, ntmero de
pontes de enxofre, conformaga: da molécula etc.(sa)

A comprnvaca~ ée u'ie 0 HC de primatas era
capaz de provocar efeito+ meta 3licos nc hcmerm, levantou
a possibilidade de que ele poderia ser utilizado clinica
mente, notadamente na terapia substitutiva para os casos
de nanismo hipossomatotrofico. RABEN, em 1958(69), foi
0 primeiro a empregar o HCH erm terapia, relatandc uma acg
leracao na velocidade de crescimento estatural dc pacien
te. Assim, ha mals de 25 anos ¢ HCH tem sido administra
do 2 pacientes com deficiéncia deste horménio.

Atualmente, sabe-se que o crescimento r2
sulta de uma série de efeitos metabOolicos, fisioldgicos e
anatomicos que estio resumidamente esquematizados na tarce
1a 1.¢80)

Assim que ficou estabelecida a eficacia
clinica do HCH os pesquisadores depararam-se com o prcble
ma de obtencao de hipdiises humanas para as extragCes. En

algunas lccais, por e:xemplo, os Estados Unidos da Amérg
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TABELA 1 - AGOES DO HORMONIO DE CRESCIMENTO

Metabolicas

Estinulo de transporte de aminoacidos.
Estinulo de sintese proteica c¢m muitos tipos
celulares.

Estinulo de sintese de ADN/ARY em muitos tipos
de celulas.

Estioulo de sintese de poliaminas.

Estinulo de lipolise.

Inibe a ag2o da insulina no metabolismo da gli
cose.

Fisiologicas

Aumenta o fluxo sanguineo nos rins, a taxa de
filtragao glomerular e a reabsorgao tubular de
PO, . )

Aunenta a taxa metabolica basal.

Estioula o crescimento osseo.

Estioula a eritropoiese.

Expande o espaco para o fluido extracelular,

Anatomicas

Acelera o crescimento linear

Reduz a massa adiposa .+ aumenta a massa de fsus
tentagaoc do organismo (musculo, figado, rins ,
coragao, pancreas, esqueleto e tecido conecti~

vo).




ca(96,71) (

e Gra-Bretanha 90) foram criados Bancos Nacio-
nais para Coleta de Hipofises. Para se conseguir um su
primento adequado foi necessario montar um sistema de co
leta complexo e de funcionamento perfeito. Mesmo assim,
por mais eficiente gque seja o sistema, a demanda tem si
do sempre superior(za).

Em face das dificuldades expostas, duran
te a decada de 1970 desenvolveram—se pesquisas que visa
vam encontrar um produto que pudesse substituir o HC ex
traido de hipofises humanas. As experiéncias realizadas
neste sentido concentravam-se na busca de fragmentos sin
téticos ativos ou a obtengiao de produtos resultantes de
digestao enzimatica, principalmente do HC bovino. A sin
tese quimica inteyral foi e continua sendo inviavel, pois
o HCH & uma molécula muito grande (191 aa) para esta me
todologia. Quanto a segunda possibilidade, apesar de se
ter conseguido isolar fragmentos com atividade somatotrd

(63), sua aplicag¢do em clinica nao foi pos

fica no honmenm
sivel por causa da elevada antigenicidade.

0 advento da tecnologia do ADN-recombinan
te e o subsegliente desenvolvimento neste campo, sugeri-
ram que HCH poderia ser produzido - omercialmente por es
ta técnica. O problema foi muito simplificado por ser o
tacido hipofisario relativamente rico de ARN mensageiro

para esta proteina; e ela nio ser glicosilada. Assim, ©

MARN para o HCH foi isolado de pituitdrias de adultos e



o cADN correspondente aos residuos 24-191, foi produzic
por técnicas enzimaticas. O fragmento de ADN correspc:a-
dente acs residuos la 23, com o -NH2 terminal adicionzl
(metionina), foi produzido por sintese quimica; e enzira-
ticamente combinado com a porcao co-responéente ao -COCH
terminal. Este gene, com o0 codigo para o HCH biosintéti-‘
co (Met-HECH), foi inserido no genoma de FSCHERICHIA COL?
K 12 e ap0s o crescimento da bacteria em meic de cultura
adequado, o hormonio humano & encontrado no citosol (297,
O HCH pode ser ismlado do lisado, apds desintegracgao éa
bactéria, sendo purificado por métodos convencionais éa
separagao bioquimica(65).

Provas fisico-quimicas, bioldgicas e toxi
qqlégicas-patecem evidenciar a identidade das duas prepa-
. faéaes, ou seja, do HC pituitario e do obtido por "engeria
ria geneética”, exceto pelo residuo de Metionina na posi-
qu-NHz terminal presente no segundo(zs).

Tem sido uma preocupacao constante, e

Guestoes de seguranga (24)

, gque 0 grau de pureza destas
preparagdes para uso clinico, seja o maior possivel (pex
to de 1003). Pode~-se estar na presenca cde centaminantes
ée origem bacteriana, do qual pouco se sakte sobre suas pr2
priedades, concesntracio e principalmente quais as implica
¢oes que pcdem ocorrer.

J3a existem relatos sobra os primeiros ez

saios realizados no Japdo, em humanos voluntdrics nornais,



As respostas obtidas para o Met-HCH e o pit-KCH foram se
melhantes nos diversos parametrcs analisados: E.C.G., cocn
tagem sanguinea, aivel de 3cidos graxos livres e aumento
de scmatomedina A(61,92).

A produgao em grande escala do HCH por
bactérias em cultura significa um grande avango para a
terapia.

O Brasil, assim como muitos cutros paises,
ainda nao dispce totalmente dessa tecnologia para a produ
¢ao do HCH em grande escala. Entre nds ji3 existem inves-
timentos e diversos grupos de pesguisa se dedicando a
area. Por enquanto, o tratamento de pacientes hipossoma-

totrdoficos ainda é feito por hormonio extraido de pituitd

rias humanas.

2, HETEROGENEIDADE DAS PREPARACDES DE HCH

O refinamento das técnicas de analise dée
protainas e, principalmente, a introdugao da eletroforese
em gel de poliacrilamida((EGPA), rermitiram verificar que
as preparag5es de HCHY apresentavam uma heterogeneidade
guanto aos aspectos fislccquimices (16'87'83).

Esta observagio gerou muita discussao, po
i3, se alguns pesguisadores acreditavam tratar-se de arte

fatos e/ou contaminacdes resultantes dos processos de ex

traclc; outros atribulam a hetarcgeneidade a caracteristi



cas da propria molécula 3!, ya realidade ambas as posi

¢oes estavam corretas. No decorrer dos anos foi possivel

demonstrar a presenga de outras proteinas em preparagoes

(40)

de HCH, como enzimas proteoliticas e outros hormonios

pitﬁitérios(sg’gs). Mas com o aprimoramentn dos metodos
de purificagio, estes contaminantes foram eliminados, e
no entanto, a heterogeneidade persistiu. Varias observa
coes evidenciaram tratar-se de multicomponentes derivados
de uma mesma molécula denominada HCH integro, ou nativo
ou HCH-22X,

Diversas variantes foram caracterizadas a
partir de diferentes fontes, por exemplo, extratos de @i

ferentes origens(sa)

(93)

, do meio de cultura de tecido hipofi

(80,89) e diretamente

(10)'

sario . de preparagoes de Met-HCH
do plasma de individuos normais e de acromegalicos
Neste ponto cabe uma ressalva: aos diver-
SOsS componentes presentes em uma preparagao de horménio
de crescimento, com atividade bioldgica semelhante, cha
mou-se inicialmente de "isohormdnios”. Atualmente este
termo tende a ser substituido por "variantes", com exce-
¢ao talvez do 20X, que poderia ainda ser designadoc como
isohorménio. Esta alteragao de nomenclatura decorre das
recomendagdes da IUPAC-IUB "Commission on Biochemical No
menclature“:(C?B), de 1976(37); onde & sugerido que o ter

mo "isoenzima ou isozima" seja reservado para multiplas

formas de enzimas surgidas por diferencas determinadas ge



neticamente em sua estrutura primdria, e nao para os deri
vados resultantes de modificagces na mesma sequéncia pri
maria.

As diferengas entre as variantes do HCH,

atualmente, tem sido a*ribuidas a2 modificacoces:

a) Pos-ribossomal: como agregagao, forma
¢ao de dimeros por pontes dissulfeto, desamidagao, altera

goes por enzimas proteoliticas etc.

b) Pre~-ribossomal: que implicaria a ori

gem da variante ou isohormonio 20 K.

Faz-se a identificagao de cada variante ,
tomando-se por base, principalmente, a migragao em EGPA e

por caracteristicas fisico-quimicas(la'aa).

Para quase
todas, foi demonstrado possuir atividade bioldgica, haven
do inclusive, trakbalhos qu~ indicam que as formas mais
acidas possuem maior poténcia em promover o crescimento
corporal(as).

Estes multicompoiientes podem ser classifi
cados em "variantes de carga” e em "variantes de massa”.
No primeiro grupo, a diferenca esta na carga molecular to

tal do hormdnio, e no segund> ha hetercgeneidade de tama

nho.



2.1 - VARIANTES DE CARGA

2.1.1 - Foamas Enzimaticamente Alteradas

Estas variantes foram isoladas de extra-
tos pituitarios crus ou de HCH grau clinico ou imunoquimi
Co e se mostraram idénticas em tamanho molecular mas apre
sentaram um aumento progressivo na carga molecular total,
ou seja, uma diminuigao do ponto iscelétrico. As formas
mais acidas D e E sao de particular interesse porque akic
atividade medida por ensaio lactogenico, ensaio da tibia
em ratos e capacidade de aumentar os niveis plasmaticos ée
scmatomedina, mostraram-se treés a oito vezes maior que a
forma integra ou 22K(1°5). No ensaio de aumento de peso
em ratos hipofisectomizados, a forma mais acida (E) Zoi
apenas duas vezes mais potente que o 22X.

Pcdem ser produtos de uma ou mais cliva-
gens. O ponto exato do rompimento da cadeia para se c¢b
ter estes aurentcs de atividade nac sao conhecidos, erzo
ra a procura de uma cu mais enzimas que pudessem produzir
guebras similares as ercontradas nas formas isoladas, vetz

sendo objetc da atencac de muitcs pesquisadores(sz'ss'so'

73)

A regiio da molécula entre os residuos 134
e 150 & muito sensivel 3 agao enzimatica. BAUMAN e NISS
LZY (1979)(8) mestraram que a plasmina ccrverte B para D

e £ por clivacem proteclitica na alga maior. Alguns gc:l
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tos de clivagem ccm as formzs obtidas estac esquexatiza-
dos na figura 2(‘7).

SINGH et al. (1974)(31) isolaram e carac-
terizaram por EGPA quatro variantes de carga de HCE a par
tir de extratos salinos de glirdulas pituitarias. Estas
formas denominadas 01:8q, Gy, @ 8 parecem ser similaresem
termos de wobilidade eletroforetica, rcspcétivamnnte. zs
formas B, C, D e F descritas por C3ERAMBACH (1973)(16)
SXYLER (1977)(38); ertora esta correlagao rac tenha sico
estabelecida formalmente.

A taxa de dercragac renal dos hormonios
enzimaticamente modificados @ sigrnificativamente mencr éo
que para a forma 22X; faco este gue pcderia explicar, ex

parte, o aumento de atividade cbservaéc(g).

2.1.2 - HCH-24X

Pela analise en SDS-ZTGPA foi identificada
ura variante o ECEX na pcsigac de 24.000 6(41'86). E3ta
variante parece ser produto de uma alteracao enzimaticaz
especifica, pés-ribosscmal(ls). Mcstrou-se idéntica a0
HCH-22K, exceto por um rompimento na cadeia pertidica ex
tre os residuos 139-140, originando uma forma de duas ca-
deias. Mao ha perda de arinoidcidcs. Esta clivagem gera
un aumento no raio mclecular, levando a um acréscimo arca

rante no peso molecular.


http://roir.pimer.to
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“The-Gly-Sln-I1e-Phest ysiGlu-Thr-Tyr-Ser-Lys-PhepAsp-Thr-Asn-Ser-His-Asn-Asp...C3CH
135

140 1453 150

24 x Cesamideds

Esquema dos sitios de ataque enuimﬁ.ico na molecula
do HCH, As clivagens ocorrem na rea~ao entre o0s rg
siduos 134 e 150 e resultaa na remogao de pequenos

peptideos e forﬂacao de variantes com duas cadeias.
As formas 6, e a3 foram isoladas de extratos pitui-
tarios; as fornag 51. 52 e s3 foram purificadas a
partir da dizestao limitada do HCH por subtilisina.
A formas S, e S, ciferem apenas no residuo 152: Asn
em 55 e Asp em S5, A variante 24 X possue apenas
urma clivagem na Phe 139,
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A variante 24 K apresenta-se inativa no
ensaio da tibia, mas em ensaic lactogénico & mais potente
do que o HCH-22 K. Isto levou a se pensar na possibilida
de de que a atividade prolactinica, usualmente associada
ao HC, seja devida ao HCH-24 K(ls'47).

Esta variante ainda nao fei detectada no
pPlasma, mas os fatores limitantes podem ser sua baixa con

centragac e a falta de um anticorpo especifico(ls).

2.1.3 - Foamas de Migracao Lenta

As formas "slow" e "slow-slow" foram iden
tificadas em EGPA (pH 7,8 e pH 10) na presenga de uréia ,
onde apresentavam uma migragao mais lenta do que a forma
Integra(as).

O componente 22 K, se retiradoe do gel e
reanalisado neste sistema, nio apresenta estas formas len
tas. 1Isto deronstra que nao esti havendo a convirsao do
HC nestas formas por exposicio & uréia. Parecem n3aoc pos
suir peso molecular maior do que o HCH, o que exclui a pos
sibilidade de serem agregados. °Por an2lise em SDS-EGPA
nao se evidenciou a presenca de fragmentos(SO).

Tem sido sugeridc gque as prcpriedades des
tas formas alcalinas resultam da exrosicido de aminodcidos
basicos escondidos, quando & proteina & colocada na prg

senga de um agente desnaturarte(47).
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A menos alcalina das duas formas  possui
atividade semelhante a prolactina maior do que o HCH, en
bu." a curva dose - resposta nao seja paralela ao contro
le, tratade com prolactina. Por RIE as duas formas sao

essen:ialmente equipotentes(so).

2.1.4 - Foama Desamidada

A desamidagao € acompanhada por liberacgao
de amonia. Cada componente de migragao mais rdpida seria
formado pela perda de um mol de -NH.. Nesta reagao, nao
se observam alteragoes nos aminodcidos terminais e predo-
mina quando o meio & fortemente alcalino e com alta forga

iénica(él).

Supoe-se que nestas condigdes o hormdnio go
deria sofrer modificagaes estruturais, por exemplo, sofrer
desdobramentos expondo os radicais passiveis de perderen
um grupo amida (Glutamina e Asnaracina).

Estas alteragCes parecem direcionar o pon
to de clivagem enzimatica na cadeia peptidica do hormonio,

originando produtos diferentes(as).

2,1,5 - HCH com o gauve amino teaminal blogueado

A forma "Fast" foi descrita por LEWIS
(1979)(L5) em EGPA, pH 7,8, onde apresentava uma migragac

um pouco maior do gue o componente princigal. 2Possui uma
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carga quase idéntica a forma desamidada analisada por iso
eletrofocalizaqio, no entanto, em eletroforese em disco
migra mais lentamente, provavelmente por fatores esteri-
cos.

A analise estrutural indicou um bloqueio
do aminoacido amino-terminal por um grupo acetilo (Acetil-
Phe-R). Esta alteragao & p-ovavelmente responsavel pelo
seu comportamento em eletroforese em disco e em DEAE-celu
lose.

Esta variante possui atividade somatotro-

fica e parece constituir 5% do HC da glancdula pituitaria.

2.2 - VARIANTES DE MASSA

2-2-1 - _D_:‘('ﬂ_@_g_

Na anilise de extratos pituitariocs em gel
filtraqao, obtem-se inmunorreatividade para o HCH em duas
regices. A primeira corresponde ao PM de 45000 & (45 K)
e a segunda a 22000 4 (22 K). Alguns autores obtiveranm a
dissociagdo do 45 K em duas moliculas de 22 K, por trata

(27) 54 com B-mercaptoetancl e uré1a,

mento com gquanidina
Acredita-se gue seja formado principalmente por ligagdes
dissulfeto , mas nao fica excluida a possibilidade de 1li
gacoes nao covalentes.

0 éimero dissulfeto do HCH demonstrou ser
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essencialmerte inativo em promover o crescimento, ras se
reduzido e alquilado, a atividade & recuperada(sa).
Assemelha-se a forma "Big" detectada ro

(30,43)

plasma » mas a sua fungao fisioldgica & desconheci-

da. Considerando-se que apreSenta ligagao especifica con

(50)

receptores de HC e de lactogenio esta forma merece es

tudos mais minuciosos.
2,2,2 - HCH-20 K

A variante 20 K parece ser um produto Ai-
reto do gene, portanto, diferindo das demais variantes ,
na3o & resultante de modificacCes pds-ribossomal do 22 K .
£ uma Unicd cadeia polipeptidica; idéntica a forma 22 K
- exceto pela auséncia de um segmento de 15 aminoacidos e
posto pelos residuos 32 a 46; o que lhe atribui o P.M. ée
20.000 daltons(46),

WALLIS (1980)(99) sugeriu que a remogao
dos 15 aminodcidos da porg2o interna da molécula, seria
originada pela presenca de seqiliéncias de insercao no gerne,
ou seja, cue a auséncia deste segmento na proteina fosss2
devido a introns no gene. Uma outra possibilidade suger:i
éa foi a presenca de v.as alternativas de sintese para o
HCH-22 K e o HCH-20 X, em que a glidndula pituitaria prec-
cessaria o HCH-mARN por uma ou duas vias diferentes.

O 20 K & cerca de 103 do HC pituitirio ,
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estimula o crescimento e possui algqumas atividades sere-

lhantes ao HC, enquanto que outras atividades estao ausen

tes ou diminuidas(47).

A variante 20 K possui cesrca de 20 a 40%

da capacidade do HCH em da2slocar o 125

(35,47)

I-HCH de seu anti-
corpo Esta reagao cruzada tem dificultado a pro
dugao de anticorpos especificos contra o 20 X, impedindo

medidas diretamente no sanque.

2.2.3 - Fatonr Diabetoginico

Entende-se por diabetog3nese a produgao
de hiperglicemia e hiperinsulinemia ards injegio da Subs-
tancia teste em cachorros em jeium ha 10 horas.

Foi demonstrado que uma praparacao honogé
nea de HC era inativa quanto & capacidade de produzir dia
betogénese; enquanto que uma variante mais acida era evi
dentemente ativa(az). Finalmente2, um fragmento ccm peso
molecular entre 5.000 e 10.000 & qus apresenta esta ativi
dade foi isolado por DEAE-celulcse, utilizando tampao bi
carbonato ée amdnio e urdia.*7)

Ha muitas indicacdes de qu2 a molécula in
tacta do HCY n3o & um fator pituitidrio ccm prepriedades
diabetogénicas. Poderia ser o substrato és uma reagao en
zimatica cujo produto apresenta esta atividada, mas niao

hd um consenso sobre que parte éa mol3cula do horménio s2
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ria a responsavel por esta atividade. Ha, ainda uma se
gqunda possibilidade, embora remota, de que nao o HCH mas
um peptideo contaminante da preparagido seja o elerento res

ponsavel por esta propriedade(‘7).

3. CONJETURAS SOBRE AS FUNCOES DAS VARIANTES

As atividades fisiologicas caracterizadas
para o hormonio de crescimento (resumidas na tabela 1)
vao, no decorrer dos estudos, sendo atribuidas a cada va
riante,

Diversas suposig¢oes foram formuladas para
tentar explicar o amplo esvectro de agces fisioldgicas e
a multiplicidade Qe formas do hormonio de crescimento.
BORNSTZIN(lz) propos que a molécula intacta do HC atuaria
como um pro-horménio para pequenos peptideos ativos, cada
um com uma agao netabolica restrita e especifica. LEVINZ

e Lyrr(3?)

sugeriram que o KC 130 seria uma tUnica substan
cia e sim Guas, uma com ag¢3oc anabdlica e outra cataboli-
ca. MILLS(SO) prosds que a diversidade de agCes estaria
ao nivel de uma variedade de receptores, cada um desenca-
deiaria uma acdo fisioldgica distinta, reagindo com dife
rentes porgoes da molécula é¢o hormonio.

A presenga das variantes suporta as tris

possibilidades: cada uma delas pode rzagir ccm seu priprio

receptor, ou pode servir de substrato em uma reacao protac
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litiva especifica, originando fragmentos com afinidade
por determinados receptores.

Se o0 HC serve como um pro-hormonio, todo
0 necanismo que permite as clivagens especificas deve ser
encontrado. Poderia se pensar que nos processos fisiold
gicos houvesse um direcionamento para estas clivagens ,
por exemplo, atraves das duplas de aminoacidos basicos.
(O HCH possui apenas um par: Ar9167-Ly5168) ou pela desa
midagao (freqlente nos residuos de Asn e Gin) 47,

A acilagao do -MH,terninal poderia alte
rar o arranjo da cadeia peptidica expondo novas areas pa
ra o ataque proteolitico. A substituicao de aminoacidos
em duas formas alcalinas de HCH pode, nao s3 alterar a
estrutura terciaria, como também formar seqliéncia de du
plas basicas para clivagem.

A auséncia de 15 aminoacidos na variante
20 X, altera o arranjo da cadeia peptidica o que pecderia
expor novas partes da molécula. Consiéerando-se ¢ fato
que o 20 X @ mais resistnte a protedlise do que o  HCH
(48), sua menor ativicdade hiperglicémica pcde ser devi-
da a incapacidade de se produzir um fragmento ccm esta
atividade por clivagem. Fato semelhante pode ocorrer pa
ra dimeros dissulfeto intercadeias. Assim, alteragoes
pos-tradugao podem fornecar uma variedade de fragmentos
a partir éa2 um numero pequeno de estruturas. Mas estas

alteragdes tamtém podem produzir estruturas inativas, gor
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exemplo, HCH; 4347 cujo arranjo espacial pode estar ini-
bindo & agac enzimatica. A regeneragao da atividade bio
1ldgica por recombinagao de fragmentos, assim como o aumen
to da atividade para o hormonio de duas cadeias podem ser
atribuidas a uma configuragao mais favoravel do substrato
para interagcao com a enzima.

Nenhum peptideo se mostrou eqliipotente em
base molar com o HC intacto. 1Isto pode ser devido ao fa
to de que o crescimento somatico é resultante da agao Qe
um grupo de fragmentos, mas a agEo de cada peptidec isola
do & uma reacao celular bem definida.

Diante de todos os topicos postos em foco,
relativos as dividas e hipoteses relacionadas com a molé
cula do hormonio de crescimento humano e as cuas variantss
e sua fisiologia, fica evidente que para um estudo inicial
neste campo € necessario o desenvolvimento de métodos pre
parativos deste hormonio e o isolarento de cada um de seus
componentes.

Veste sentido, durante o desenvolvimento
desta dissertag2o buscareros descrever um esquema ée  ex
traqéo simples e ccm alto rendimento para o hormonio de
crescinento a partir de hipdfises humanas congeladas, E
em uma fase seguinte, obter o isolamento da forma Inte-
gra, o HCH=-22 X,

2nds os dois processos serao realizados en
saios de pureza e caracterizac3o quimica e/ou bioldgica e

munoldcica do rormdnio isolado.
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I1. MateriAL E Métopos

1. exTRACAO E PURIFICACAO DO HCH

1.1 - ASPECTOS GERATS

Para a obtencao do HCH para uso clinico
existem, basicamente, dois processos que evitam a deterio
racao das hipdfises coletadas até a sua extragao: a ccn-
servagac em acetona e o congelarento.

O primeiro método nao necessita de conéi-
¢oes especiais de temper:tura, permite o armazenamento de
grande numero cde glandulas durante varios anos a tempera-
rura de 4°C, sob a forma de po acetonizado, que possui cer
ca de 1/6 do volume original, sendo vantajoso parao trans
porte e armazenamento. Contudo, 0s processos de extragao
do hormcnio deste material sao relativamente drasticcs,

enpregando-se acido acetico glacial aquecido(7°), solucztes

(75) (59,68,91,101)

fortemente acidas ou alcalinas

As hipofises congeladas, obviamente nao
oferecem as mesmas facilidades para armazenanento e trans
porte, mas por outro lado, fornecem melhor rendimento(éah
calculado em miligrama de HCH extraido por grama ce hizd-
fise processaco; permite a utilizacao de solucdes tamples
diluidas com pHE prdoximo i neutralidade, e éa oricem a uma
proteina com meror tendéncia & agregacac e com mencr anti

genicidade(34).



22

Escolhemos © método de ROOS et alii
(1963)(78) para o processo de extragao por utilizar hi
pofises congeladas, condigdes suaves de extragio, seguir
uma metodologia simples, fornecer uma proteina prontapa
ra a utilizagao clinica, além de permitir uma po-*erior
obtengao de outros hormonios pituitirios como LH, FSH,
PRL etc.

Foram introduzidas varias alteragoes vi
sando automatizar algumas fases e diminuir o tempo de
manipulagao do extrato.

Durante toda a extracao houve uma preocu
pagao com o grau de pureza do HC isolado e com o rendi-

mento do processo.

1,2 - PARTE EXPERIMENTAL

1,2.1 - Extracao

As hipofises humanas utilizadas na prapa
ragao foram obtidas do Institutc Médico Legal e do De
partamento de Anatomia PatolCgica da Faculdade de iledi
cina da Universidade de Sao Paulo.

Logo apds a coleta, as hipdfises  foranm
congeladas (-20°C) e mantidas nesta condigao atd a rea
lizacao do processo de extrac3o. Vinte e quatro horas

antes de iniciarmos a extracao, elas eram transieridas



para a geladeira (5-8°C).

Inicialmente, foram lavadas com 250ml ce
solugao salina (cloreto de sddio 0,87% em 3agua destilaz)
a 5°c. Em seguida, transferidas para 0 homogeneizador

gue mantinha o recipiente com as hipofises mergulhada ex

banho de gelo. Utilizamos tampao fosfato de sodio 0,03 M
(pH 6,2) contendo 5 mM de EDTA, 0,02 de azida sodica e
50 UI/ml de Trasylol. Trasylol & o ncme comercial de un
inibidor enzimatico produzido pela Bayer. Quinicamente,
e denominado de aprotinina. E um polipeptideo basico
(P.I. 10,5), corposto de 58 residuos de aminoacidos ccn
pesc molecular ao redor de 6500 4, e gue possui grance
tendencia a formar dimeros.(loa)

2s fases da extragao estao esquematizadas
na figqura 3 .

Todas as centrifugagoes foram realizadas
a temperatura entre 4-3°C em uma centrifuga refricerada,
a 11750 rpm (16000 g).

A homogeneizagac das glandulas foi reali-
zada en trés fases: a primeira foi subdividida em duas
fases cde 2 minutos, ccm respectivamente 1,5 e 3,0 ml de
tampao por grama ée tecido. A =szqunda foli realizada ccm
5 ml por grama e a terceira com 1/4 deste volume. Ao téz
mino de cada homcgeneizagao houve uma centrifugagd3o nas

condigCes j& descritas. O precipitado resultante, ainéa
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HIPOFISES
Lavagem
1? homogeneizacao
Centrifugacao
Sobrenadante |
(Estocado a-20°C) . .
Precipitado
22 homogeneizacao
Centrifugacao
Sobrenadante 2 -
- (-]
(Estocad