Otimizacido da extracdo de hormonio
de crescimento humano a partir de hipéfises congeladas.

Abstract. Improvements of the extraction method of Hu-
man Growth Hormone from frozen pituitaries. The present
work describes the optimization of an extracting method for
human growth hormone (hGH) from frozen human pitui-
tary glands. The variations introduced on the original me-
thod allowed an increase of the yield to high as 8,7 mg of
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hGH for processed gland. The obtained hormone has molecular weight of 21,587 daltons and its integral form (hGH-22k)
makes up 68% of the total preparation. Using radioimmunoassay technique, the protein obtained showed to be very active.

Resumo. O presente trabalho descreve a otimizagdo de um método de extracdo de horménio de crescimento humano
(hGH) a partir de hip6fises humanas congeladas. As alteragdes introduzidas na metodologia permitiram aumentar o rendi-
mento para 8,7 mg de hGH por glandula processada. O horménio obtido possui 21.587 daltons de peso molecular e a
forma integra (hGH-22k) constitui 68% da preparagdo. O horménio isolado mostrou-se ativo em radioimunoensaio.

O hormdnio de crescimento humano (hGH) foi iso-
lado pela primeira vez em 1951!; desde entdo inume-
ros métodos de purificacdo desta proteina foram
descritos.

Raben?, em 1958, foi o primeiro a empregar o
hGH em terapia, relatando uma aceleragéo na velo-
cidade de crescimento estatural do paciente. Assim,
durante mais de 25 anos 0 hGH foi administrado em
pacientes com deficiéncia deste hormoénio. Recente-
mente foram descritos alguns casos de doenca de
Creutzfeldt-Jacob em pacientes tratados com estas
preparag¢des®. Intimeros ensaios estdo sendo feitos pa-
ra verificar se alguma das preparagdes de hGH utili-
zadas em clinica estava contaminada com o virus cau-
sador desta doenca. Este tratamento foi suspenso em
diversos paises, enquanto se aguarda o resultado dos
ensaios.

No Brasil, apds serem ouvidas entidades especiali-
zadas em endocrinologia e metabologia e profissio-
nais com experiéncia no uso ¢ também na fabricagdo
do hGH, a Divisdo Nacional de Vigildncia Sanitaria
de Medicamentos (Dimed) resolveu liberar a comer-
cializacdo e o uso dos medicamentos a base de hGH
produzido por meio das técnicas atuais de purifica-
¢d0, que garantam a auséncia da contaminagéo viral,
desde que para pacientes com deficiéncia comprova-
da clinica e laboratorialmente.

Embora o futuro da utilizagdo clinica destas pre-
paragdes esteja indefinido, o desenvolvimento de um
método de extracdo com alto rendimento continua sen-
do de grande interesse para a pesquisa, pois pouco se
sabe sobre os mecanismos fisioldgicos e bioquimicos
de sua atuacgfo.

Neste trabalho relatamos algumas modificagGes in-
troduzidas no método original, que nos permitiram
otimizar o processo, melhorando o rendimento e di-
minuindo o tempo de manipulacdo do extrato.

Material e métodos. Dentre os métodos descritos
na literatura baseamo-nos no de Roos et al.* por
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utilizar hipéfises congeladas, condi¢des suaves de ex-
tragdo e seguir uma metodologia simples, além de per-
mitir uma posterior obteng¢do de outros hormdnios pi-
tuitdrios como LH, FSH, PRL etc.

As hip6fises humanas utilizadas na preparacéo fo-
ram obtidas do Departamento de Anatomia Patold-
gica da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo
Paulo.

Logo apods a coleta as hipéfises foram congeladas
(—20°C) e mantidas nestas condi¢des até a realizacdo
do processo de extragdo. Vinte e quatro horas antes
de iniciarmos a extracdo elas foram transferidas para
a geladeira (5-8°C).

Inicialmente foram lavadas com 250 ml de solu-
¢do salina (cloreto de sédio 0,87% em 4gua destila-
da) a 5°C. Em seguida, transferidas para o homoge-
neizador, com o recipiente que mantinha as hipdfises
mergulhado em banho de gelo. Utilizamos tampéo fos-
fato de sédio 0,03M (pH 6,2) contendo 5SmM de ED-
TA, 0,02% de azida s6dica e 50 UK/ml de Trasylol®.

As fases da extragdo estdo esquematizadas na Fig. 1.

Todas as centrifuga¢es foram realizadas a tem-
peratura entre 4-8°C, a 11.750 rpm (16.000 g).

A homogeneizagio das glandulas foi realizada em
trés etapas: a primeira foi subdividida em duas fases
de 2 minutos com, respectivamente, 1,5 e 3,0 ml de
tampdo por grama de tecido. A segunda foi realizada
com 5 ml/g e a terceira com 1/4 deste volume. Ao tér-
mino de cada homogeneizagdo houve uma centrifu-
gacdo, nas condigBes ja descritas. O precipitado re-
sultante foi ainda lavado por duas vezes com um vo-
lume menor de tampdo, ficando sob agitacdo mecé-
nica por 2 horas em cada caso. ’

Ao final de cada centrifugacdo, os sobrenadantes
foram coletados separando-se amostras de 1 ml para
dosagens protéicas, a fim de se determinar o rendi-
mento da extracdo. As amostras foram mantidas con-
geladas enquanto se processavam as demais lavagens.

Terminada esta fase, os sobrenadantes foram mis-
turados e neutralizados com hidréxido de sédio 1 N.
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Em seguida, foram centrifugados nas condi¢des ja
descritas.

O volume total dos sobrenadantes foi medido e um
volume igual de solugdo de sulfato de aménio satura-
da a 5°C, foi adicionado lentamente por uma bomba
peristaltica e sob agitagdo continua. Negligenciando-
se a pequena contracdo de volume, esta solugdo € con-
siderada como tendo 50% de satura¢do. Terminada
a adi¢do da solugdo salina, o extrato permaneceu sob
agitagdo durante toda a noite.

O precipitado foi coletado por centrifugagédo e re-
tomado em 50 ml de 4gua destilada, contendo 5 mM
EDTA, 50 UK/ml de TrasylolR e 0,02% de azida s6-
dica. Procedeu-se novamente a neutralizacdo do pH
com hidréxido de s6dio 0,1 N. Finalmente, a suspen-
sdo foi agitada (30 minutos) e centrifugada.

Dividiu-se a fracdo solivel em aliquotas de 10 ml, sen-
do posteriormente purificada em Sephadex G-100 grosso.

Em todas as etapas foram coletadas amostras, pa-
ra determinar o seu teor protéico.

A preparagdo final foi avaliada quanto ao seu com-
portamento em radioimunoensaio e quanto a sua com-
posicdo em variantes de carga e de massa, por meio
das técnicas de eletroforese em gel de poliacrilamida
a 7%? e na presenca de dodecil sulfato de sédio com
o gel de poliacrilamida a 10%°.

Resultados. Esquematizou-se na figura 1 o conteu-
do protéico total extraido durante o processo.

O perfil cromatografico da purificagdo em Sepha-
dex G-100 esta representado na Fig. 2. Separaram-
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CENTRIFYGACAO
PRECIPITADO SOBRENADANTE (1300Ma)
cnoukuru EM SEPHADEX @100
Esquema da extragdo do hormonio de crescimento
humano a partir de 30 g de hipdfises humanas con-

geladas, indicando-se o contetido protéico total ex-
traido em cada passo do processo.

Fevereiro de 1987

20
.
€
<
©
~N
18 s
[«]
i)
<«
o E
E ©
051 m »
o 3
2 PII =
I
] PIV
0 ™~
30 40 50 60 70 80 90 100 10 120 130
N® FRACCES

Perfil cromatogréfico da filtragao em gel de Sepha-
dex G-100 grosso para isolamento do horménio de
crescimento humano. Utilizou-se uma coluna refri-
gerada de 2,5 x 80 cm. O volume de amostra foi de
10 ml e foram coletadas fragdes de 3,5 ml nos tubos
1 a 35 e 3,0 ml a partir do tubo 36, com o fluxo de
4,6 ml/hora do eluente (tampao fosfato-glicina 0,5
M pH 7,2, esterilizado).

se quatro regides protéicas da seguinte maneira: PI do
tubo 36 ao 59 (72 ml, 416 mg); PII do tubo 60 ao 71
(36 ml, 263 mg); PIII do tubo 72 ao 95 (72 ml, 524
mg); PIV do tubo 96 ao 130 (105 ml, 56 mg).

O hormoénio purificado apresenta uma porcentagem
alta da forma monomérica (PIII = 42%), é soluvel
em 4gua destilada e homogéneo em SDS-EGPA (Fig.
3). Apresenta um PM de 21587d calculado por esta
técnica, sendo compativel com dados da literatura’.

A andlise em EGPA 7% demonstra que 68% do
hormdnio estd na forma integra ou na forma
hGH-22K (Fig. 4).

Padrao eletroforético em SDS-EGPA 10%. As amos-
tras 1 a 6 sdo marcadores de peso molecular: 1. so-
ro albumina bovina PM 66 kd; 2. ovoalbumina-PM
45 kd; 3. pepsina-PM 34,7; 4. Tripsina-PM 24 kd;
5. lactoglobulina-PM 18,4 kd; 6. lisosina-PM 14,3
kd. As amostras 7 a 10 sdo andlises em duplicatas
da preparacdo de hGH, sendo que 8 e 10 foram tra-
tadas com uréia 8 M.
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Perfil eletroforético da analise em EGPA 7% do mo-
noémero de hGH. Os gréficos foram obtidos por lei-
tura em densitdmetro (UV 220 a 310 nm) apos fixa-
¢do de amostra em 4cido tricloroacético 12,5% por
30 minutos. Utilizou-se como tracador (T) azul de
bromofenol. Os fatores de migragdo relativa (Rm)
dos componentes da amostra de hGH foram ‘‘nor-
malizados’’ utilizando-se o mondmero de soro albu-
mina bovina como controle. O fator de correcdo nes-
te ensaio foi 1,1156.

A curva de deslocamento obtida no ensaio radioi-
munoldgico, originada da competitividade entre o hor-
ménio marcado e o ndo marcado pelo anti-soro espe-
cifico, estd na Fig. 5.

A Tabela 1 relaciona o rendimento obtido para di-
versas extracdes, sendo que apenas na experiéncia
““E.3011”’ é que foram introduzidas as alteracdes de-
talhadas no texto.

Discussdo. A avaliacdo das modifica¢des introduzi-
das na extragdo pode ser feita segundo dois aspectos:
primeiro enfocando-se o rendimento e segundo, a he-
terogeneidade da prepara¢do quanto & sua composi-
¢do em variantes’.

Do ponto de vista do rendimento, a etapa de ho-
mogeneizagio é muito importante, pois € a responsa-
vel pela solubilizagdo da proteina do tecido hipofisa-
rio. Neste procedimento, 81% da proteina obtida na
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primeira fase ja sdo solubilizados. Pela Tabela 1 ob-
servamos que o total de proteiftas solubilizadas a ca-
da 100 gramas de hip6fises processadas varia muito.
Assim sendo, propomos que, se apos a 52 centrifuga-
¢do, a mistura de todos os sobrenadantes néo atingir
1,0 grama de proteina para cada 10 gramas de hipofi-
ses processadas, devem-se introduzir lavagens adicio-
nais ao residuo até que a meta acima seja alcancada.

Procuramos limitar o tempo em que o extrato per-
manece em solucdo a 4°C, congelando as fracbes que
ndo estejam sendo manipuladas, pois esta estocagem
¢ prejudicial para o rendimento. Outra medida foi su-
primir algumas fases do processo. No método origi-
nal, apds a precipitagdo com sulfato de amonio eram
realizadas dialise, liofilizacdo e uma segunda série de
lavagens com tampdo fosfato de potassio 0,02 M pH
6,6 e cloreto de sédio 0,1 M. A dialise para elimina-
cdo do sulfato de amdnio do extrato durava de 3 a
4 dias, ou seja, até obter-se uma reacdo negativa para
a presenca de sulfato na dgua de didlise (0 que era ve-
rificado por reacdo com nitrato de prata). Gastava-se
um tempo equivalente para a liofilizacdo e mais uma
semana para lavagens do precipitado e ultrafiltracdo
do extrato soltivel, a fim de obter a amostra adequa-
da para a cromatografia. No esquema que estamos
propondo, a eliminac¢do do sal se da na prépria colu-
na de purificagdo. O perfil cromatogréfico obtido, as-
sim como a resolucdo entre os picos, sdo equivalentes
aos obtidos anteriormente e por outros autores .
Desta forma diminuimos o tempo de manipula¢do do
extrato sem prejuizo para o rendimento e grau-de pu-
reza obtido. Adicionalmente verificamos que houve
uma menor presenca de agregados (PII) e de pepti-
deos (PIV) na amostra.

100
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Curva padrdo de radioimunoensaio da preparacao
de hGH. O horménio foi ensaiado em doses entre
2,5 a 100 ng/ml. A dilui¢do do hGH 125, foi 1:200
(25.000 cpm/tubo) e do anti-soro especifico
1:250.000, em tampdo veronal 0,025 M pH 8,6 con-
tendo 0,25% de soro albumina bovina. A separagdo
das frages livre e ligada foi feita por centrifugacéo
ap6s a precipitagdo da fragdo ligada com PEG 6000.
A ligagdo inespecifica foi 3,7% e a ligacdo especifi-
ca méxima (B, foi 54%. No grafico a fragdo ligada
esta expressa com B/B; x 100.
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A tabela relaciona o contetido protéico das amos-
tras coletadas nas diferentes etapas do processo
e o rendimento final obtido (expresso em miligra-
mas de hGH por glidndula processada). Estdo re-
presentados valores de 4 extragdes comparadas
para cada 100 gramas de hip6fises, sendo que as
alteracdes descritas no texto foram introduzidas

em E.3011.
Niimero da
extracdo
Amostras. E.0608 E.0303 E.2806 E.3011
AM.1 7,10 12,10 2,90 10,30
AM.2 1,10 2,00 0,85 1,80
AM.3 0,19 1,10 0,10 0,34
AM.4 0,16 0,21 0,15 0,13
AM.35 0,09 0,21 0,04 0,11
Total
(AM.1 a %) 7,60 12,80 7,30 10,40
Fracédo
soluvel 6,20 6,50 6,00 4,30
hGH .
purificado 0,46 0,59 0,67 1,70
Rendimento 2,30. 2,90 3,30 8,70

A eletroforese em SDS-EGPA 10% ¢ um bom in-
dicativo da pureza da preparacdo; e a observacio de
apenas uma banda protéica apds o tratamento com
uréia indica que a molécula estd integra, ou seja com
uma unica cadeia polipeptidica.

A heterogeneidade observada em EGPA 7% deve-
se, provavelmente, & presenca de variantes de carga.
Apresenta um componente principal® que é 68% da
preparacdo, com RM 0,612, o que permite identifica-

-lo como sendo a forma integra do hormdnio, chama-
da hGH-22K ou variante B. Para identificacdo dos de-
mais componentes da amostra, seriam necessarios ou-
tros ensaios que ndo foram realizados.

E freqiiente o conceito de que a distribui¢do dos
grupamentos quimicos, bem como a conformacéo da
proteina sdo relevantes na interacdo com seu anticor-
po. Com o radioimunoensaio foi possivel observar a
integridade da molécula do horménio (no caso o an-
tigeno) pela manuten¢do de sua ligacdo com seu anti-
corpo especifico.
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Concluindo, podemos dizer que obtivemos uma oti-
mizacdo da metodologia de extracdo, evidenciada prin-
cipalmente pela alta porcentagem da forma integra do
horménio no produto final e pela compara¢io dos rendi-
mentos, do método atual com os obtidos anteriormente.
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