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PREPARACAOD DE HORMONIOS PITUITARIOS HUMANOS
MEDIANTE TECNICAS DE DNA RECOMBINANTE.

PrRULLO RARTOLINI

As dificuldades existentes na extracdo e purificacdo
de hormonios a partir de hipofises (hGH, hPRL, hLH, hFSH, hTSH)
sdo amplamente conhecidas como também conhecicas sao as dificul
dades de obtencao destas glandulas de autopsia e os perigos re-
lacionados com suas possiveis contaminag¢des virais. Alguns des
tes hormonios sdo »resentes, na hipofise, em quantidades, suma-
mente baixas e, a’ 3m disto, suas propriedades  fisico-quimicas
extremamente similares dificultam enormemente sua separag¢ao e
purificacdao. Todos estes problemas podem ser resolvidos em gran
de parte através de utilizagao de técnicas de DNA recombinante,
através das quais quantidades praticamente ilimitadas de protei-
nas humanas e, mais recentemente, também de glicoproteinas, po-
dem ser obtidas em células procariotas ou eucariot:¢ transforma
das.

Fara esta finalidade o cDNA de hormonio de crescimen-
to (hGH) e de prolactina (hPRL) humanos foram clonados em bacté

rias apdos o "screening" de uma genoteca obtida diretamente a
partir de mRNA pituitario.

llormOnio de crescimento recombinante (rec-hG') foi
exyressado e secretado no espa¢o periplasmico de E.col ser'o

subsequentemente purificado através de tres diferentes etapas
cromatograficas. Depois de testar sua pureza, poténcia e identi
dade ~m compara¢dao com hGH pituitarios (pit-hGH), o rec-'~H foi
usado para a preparacao de reagehtes para radioimunoensaio (RIA).
Foi confirmada sua eficiéncia de marcagao com I e também sua
equivaléncia imunolodogica com pit-hGH. Sua atividade imunoldgica
relativa foi de 1,037% 0,063, em comparagido com uma preparac¢io
internacional de referéncia (NIDDK-hGH-RP-1, Bethesda, EUA).

O gene sintético de prolactina humana (hPRL) foi tam-
bém obtido a partir da mesma genoteca de ¢DNA pituitario, sendo
demonstrada sua identidade com a sequéncia publicada que codifi
ca esta proteina. Um vetor de expressdo estd agora sendo cons-
truido que devera também levar a secrecao periplasmica deste
hormonio. . Trés caminhos est3o sendo seguidos:

a) utilizacao da sequéncia sinalizadora coméieta e i~

dentica ao hormdnio natural; v . '

b) construcao de uma sequéncua sipaiizadora na qual
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foram suprimidos 5 aminodcidos aparentemente  nao
criticos para sua secregao;

c) construcao de um gene hibrido hGH-hPRL no qual a
sequéncia sinalizadora e os primeiros 15 aminoaci-
dos sao do hGH faltando os primeiros 20 aminoaci-
dos da hPRL.

A tireotrofina humana (hTSH), uma gl ~oproteina cons-
tituida de duas cadeias (o e B) codificadas por genes localiza-
dos em cromosomas diferentes, devido a suas modificacgoes pos-
traducionais,nao podera ser clonadas em bactérias onde ndo exis
tem os apropriados mecanismos de glicosila¢do. Este hormonio se-
ra preparado em colaboracdo com o laboratdrio de Endocrinologia
Molecular do Instituto Nacional de Satde (NIH) dos EUA em célu-
las de Ovario de Hamster Chines (CHO) utilizando promotores vi
rais escolhidos entre os seguintes: SV40 (simian virus), P40 (a
deno-associated virus), LTR (murine sarcoma virus long terminal
repeat). Por causa do diferente tipo de glicosilacao realizada
por estas células, sera feito um estudo comparativo com o
produto de extracao hipofisaria purificado e caracterizado em
nosso laboratodrio.



