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INTRODUCAO

O horménio do crescimento humano (hGH)
€ uma proteina sintetizada pela hipéfise e
apresenta 191 aminoacidos e 22 kDa.
Pertence a familia das citocinas e se liga a
receptores de hGH e de prolactina humana
(hPRL). A simples troca, nessa proteina, do
aminodcido glicina na posicdo 120 pela
lisina, levou a descoberta de um antagonista
de receptor de hGH e de hPRL [1]. Outras
modificacfes adicionais resultaram em um
antagonista especifico para receptores de
hGH, originando a droga Pegvisomant,
aprovada para uso em pacientes com
acromegalia [2]. Considerando que em
nossas pesquisas utilizamos antagonistas
de hPRL para comprovar o envolvimento da
prolactina com o aumento da diabetes e a
proliferacdo do cancer, optamos por
sintetizar esse antagonista de G120R-hGH,
de dificil disponibilidade, e que por ser
também antagonista de hPRL sera utilizado
em nossos estudos.

OBJETIVO

Sintese em bactérias E. coli, purificacdo e
caracterizacdo do antagonista de receptor
do hormonio de crescimento humano
G120R-hGH. @) antagonista sera
caracterizado por técnicas fisico-quimicas
como HPLC, SDS-PAGE, Western Blotting
e por ensaios biolégicos de proliferacdo in
vitro com células Nb2.

METODOLOGIA

A sequéncia do cDNA do antagonista do
hGH contendo o gene correspondente ao
peptidio sinalizador bacteriano DsbA e os
sitios para as enzimas de restricdo Ndel e
BamHI foi introduzido no cassete de
expressao, desenvolvido em  nosso

laboratério [3], que contém o promotor APL
€ 0 gene para resisténcia a ampicilina. Apos
confirmacdo da correta construgdo o
plasmideo foi amplificado e introduzido por
choque térmico das cepas W3110 e RRI.

O crescimento dos clones bacterianos foi
inicialmente realizado a 30°C até uma
densidade Optica méaxima, seguida da
elevacdo da temperatura para expressao da
proteina, por um periodo de 6 horas. Foram
comparadas diferentes temperaturas: 32°C,
35°C, 37°C e 42°C. Nesse estudo o
promotor atuou de forma constitutiva,
portanto sem a presenca do repressor.

A caracterizagao fisico-quimica foi feita por
SDS-PAGE, Western Blotting (WB) e HPLC
de fase reversa (RP-HPLC) e de excluséo
molecular (HPSEC) [3].

Os ensaios de proliferagcdo celular foram
realizados com a linhagem Nb2, derivada de
linfoma de rato. Foram avaliados os efeitos
de inibicdo do antagonista no crescimento
celular na presenca do hGH. A leitura foi
feita na absorbancia de 490 nm, apos
adicao de MTS/PMS.

RESULTADOS

O sucesso na obtencdo do plasmideo foi
comprovado por analise de restricdo e
sequenciamento do DNA. O estudo com as
cepas W3110 e RRI comparando diferentes
temperaturas de expressdo mostrou que a
melhor condigdo ocorreu na temperatura de
37°C com a cepa W3110, com expressao
de 1,60 + 0,26 pg/mL/Asoo (Fig. 1).
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Figura 1. Comparacdo da producdo de
G120R-hGH pelas cepas W3110 e RRI em
diferentes temperaturas. Quantificacdo por
RP-HPLC (n = 4).

Apés a extracdo do G120R-hGH do
periplasma das bactérias, por choque
osmotico, seguiu-se a purificacdo realizada
em trés etapas, com rendimento final de
32%. Nas figuras 2A e 2B observamos que
as amostras de cada etapa da purificacdo
analisada por SDS-PAGE apresentaram
diminuicdo nas formas de alta massa
molecular e o Western Blotting confirmou o
reconhecimento da proteina pelo anticorpo.
O produto final analisado por RP-HPLC
apresentou 3% de formas oxidadas e
desamidadas (Fig. 2C) e na analise por
HPSEC confirmou um grau de pureza
superior a 99% (Fig. 2D).
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Figura 2. Caracterizacao fisico-quimica do
G120R-hGH: SDS-PAGE (A) e WB (B) de
amostras da purificagdo: 1, marcador de
massa molecular; 2, rec-hGH (OMS); 3,
fluido periplasmico; 4 a 6 coletas da Q
Sepharose Fast Flow, Sephacryl S100 e
HPSEC, respectivamente; cromatograma
em RP-HPLC (C) e HPSEC (D) do produto
final.

No ensaio de proliferagcdo celular com
células de linfoma de rato Nb2 na presenca
de hGH (1 ng/mL) e do antagonista G120R-
hGH (100 ng/mL) mostrou cerca de 30% de
inibicdo na proliferacdo celular.
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Figura 3. Ensaio biologico de proliferacéo
com ceélulas Nb2 adicionando hGH e
G120R-hGH (n = 3, média de 3 ensaios).

CONCLUSOES

Pela primeira vez, foi obtida a expresséo do
antagonista de  hGH no  espaco
periplasmico. A producdo em escala
laboratorial a partir de 3L de meio de cultura
LB resultou em 5 mg de G120R-hGH com
pureza superior a 99%. Esse trabalho abre
perspectivas para estudar novas aplicacées
terapéuticas, incluindo futuros ensaios
biolégicos in vivo para esse antagonista,
gue a principio estava esquecido.
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