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O horménio de crescimento hu-
mano (hGH) teve sua presenca na
"hipéfise anterior postulada h4
quase setenta anos por Evans e
Long* e sua primeira extracao hi-
pofisaria foi realizada em 1956'4.
Ele tem sido utilizado nas altimas
trés décadas e, até ao redor de
1980, foi possivel obté-lo somente
através de extracdo de hipdéfises
de cadaveres, desde que este hor-
ménio é espécie-especifico. Estas
glandulas humanas sio obvia-
mente disponiveis em quantida-
des limitadas e de dificil obtencéo

por razdes ético-juridicas e mo- -

rais. Basta lembrar que as leis bra-
sileiras sdo altamente restritivas
no sentido da obtencéio destes 6r-
gaos. Além disto, estas glandulas
podem apresentar contaminacées
de altissimo risco para a vida do
paciente. Isto devido a possibili-
dade, jarelatada em quatro casos,
da transmissiao de um virus lento
causador da doenca de Creutzfeld-
Jacob?.

Em 1979 pesquisadores da famo-
sa sociedade californiana de bio-
tecnologia “Genentech” publica-
ram orelato da sintese e expressao
do gene do hGH em bactérias (E.
coli)’. Tratava-se na realidade de me-
tionil-hGH, ou seja, do produto
natural acrescentado de uma me-
tionina inicial, codificada pelo
“starting codon”-ATG. Este, co-

mo é sabido, representa o sinal pa-
ra a iniciagao da sintese protéica.
Esta sintese do hGH foi realizada
numa parte por via quimica (ami-
no#cidos 1-23) e noutra por via en-
zimatica (aminoacidos 24-191). O
produto assim obtido foi denomi-
nado “Protropin’ e teve sua co-
mercializacdao autorizada pela au-
toridade norte-americana compe-
tente (Food & Drug Administra-
tion — FDA) somente em 1985. Is-
to ocorreu apés cineo anos de tes-
tes clinicos e toxicolégicos, mas ja
em 1986 proporcionou a Genen-
tech uma arrecadacao de aproxi-
madamente quarenta milhoes de
ddlares.

Em 1984 o grupo japonés diri-
gido por Morio Ikehara!? realizou
pela primeira vez a sintese quimi-
ca completa do gene que codifica
o hGH. Isto resultou da sintese do
gene mais comprido realizada até
entdo: 584 paresde bases. Lembra-
mos que a sintese dos 78 fragmen-
tos necesséarios (de 7-26 bases ca-
da) para a construciao da sequién-

. cia inteika, foi realizada de manei-

ra complgtamenm manual, desde
que na época ainda nao eram dis-
poniveis os sintetizadores auto-
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maticos de oligonucleotideos.
Neste caso o produto obtido tam-
bém foi metionil-hGH, cuja ex-
pressfo e estocagem ocorrem ho
citoplasma bacteriano.

Também em 1984, Gray e col.?®,
novamente da Genentech, de-
monstraram que as bactérias,
ap6s 10° anos de evolucdo, ainda
reconhecem a sequiéncia sinaliza-
dora do hGH. A seqiiéncia de 26
aminoécidos informa os mecanis-
mos celulares pelos quais a protef-
na em questido deve ser secretada.
Isto acontece apés clivagem do mes-
mo sinal peptidico mediante endo-
peptidases especificas. Nas célu-
las hipofisdrias somatotréficas es-
te processo é realizado na mem-
brana do reticulo endoplasmatico,
enquanto que nas bactérias ocorre
na membrana interna, com conse-
quente secrecao do hGH maduro
no espaco periplasmico. Com base
nestes dados a Genentech® e a fir--
ma francesa “Sanofi’”® realizaram
asintese e a secrecio peripldsmica
do hGH utilizando a prépria seqiién-
cia sinalizadora humana, enquanto
que o laboratério “Lilly” de Indiana-
polis-EUA realizou procedimento
andélogo uitlizando porém uma se-
quéncia sinalizadora bacteriana
(ompA). Chegou-se assim a obten-
¢ao da molécula sintética de hGH-
Recombinante idéntica a do hor-
mbénio hipofisdrio (hGH auténti-
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co) com secrecio e estocagem no
periplasma: um ambiente mais
adequado para a formacéao da cor-
reta estrutura e conformacio mo-
lecular®. Hormoénio de crescimen-
to humano auténtico também foi
obtido pela firma dinamarquesa
“Nordisk-Gentofte” mediante adi-
¢do de uma extensdo aminotermi-
nal, posteriormente removida me-
diante exopeptidase®.

A udltima geracdo de bactérias
transformadas por engenharia pa-
ra fins de producao de hGH, é
aquela que realiza a excrecio dire-
ta para o meio de cultura. O grupo
italiano “Enichem’’ explorou as
diferentes caracteristicas de mem-
brana do “Bacillus subtilis”, utilizan-
do a seqiiéncia sinalizadora da subti-
lisina, uma protease extracelular
produzida por esta bactéria
(Grandi G.,comunicacao pessoal).
Kato e col.1? obtiveram essa excre-
¢ao introduzindo o gene sintético
de hGH num vetor de expressio
que, além de conter o0 sinal seqiien-
cial da penicilinase que dirige a
proteina madura através da mem-
brana interna, contém também
outro gene (kil) que permeabiliza
a parede externa da bactéria.
Hsiung e col.'! chegaram ao mes-
mo resultado, sempre com E. coli,

utilizando dois vetores: o primeiro

regulando a expressio do hGH e
o segundo da proteina liberadora
de bacteriocina (BRP), um fator
que permeabiliza a membrana in-
terna e externa da bactéria e per-
mite a excreciao de proteinas cito-
plasméticas para o meio de cul-
tura.

E bom lembrar que o horménio
de crescimento humano nao foi
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clonado e expressado somente em
bactérias, mas também em células
eucariotas, como aquelas de “Sac-
charomices cerevisiae’’, e de ma-
miferos. Estas ultimas permitem
a obtencdo, em meio de cultura
mais caro e complexo, de grandes
quantidades (até mais de 200 mg/
litro) desta proteina. Lupker e
col.’ do grupo Sanofi utilizaram pa-
ra essa finalidade uma linhagem
de células renais (Vero) de macaco
enquanto que a firma “Serono” de
Genebra-Suica (comunicagao pes-
soal) e Friedman e col.® utilizaram
células de ovirio de hamster chi-
nés (CHO).

Existe enfim, numa perspectiva
diferente e extremamente interes-
sante, o trabalho de Morgan e col.
do MIT-Harvard!® descrevendo a
introducao do gene de hGH-Re-
combinante em queratinécitos
humanos. Estas células transfor-
madas, capazes de secretar hGH,
foram enxertadas no tecido sub-
cutdneo de camundongos atimi-
cos. Apesar das grandes dificulda-
des ainda existentes, € 6bvia aim-
portancia desse resultado no sen-
tido de se chegar a uma adminis-
tracdo de hGH “‘in vivo”, median-
te enxertos adequados e sem ane-
cessidade de extracdes e purifica-
coes. )

No Brasil, a Divisdo de Medicina
do Departamento de Aplicacdes
em Ciéncias Biol6gicas do IPEN-
CNEN/Sao Paulo, utilizando téc-
nicas de DNA-Recombinante, rea-
lizou a construcéao de um vetor de
expressio original que permite a
secrecdo periplismica de hormé-
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nio de crescimento humano au
téntico, numa cepa de bactérias

lizado de forma completa e inde- -
pendente a partir de nRNA de ex-
tracdo hipofisaria e através da sin
tese de cDNA, da clonagem e
“screening” de uma genoteca de .
e¢DNA hipofisdrio, até a constru--
cdo de dois diferentes vetores de
expressdo. Foram obtidos rendi- 3
mentos de até 5 pg de hGH por 7
mililitro,por unidade de densida-
de 6ptica (A,y). O produto extraf-
do e purificado resultou perfeita- .
mente idéntico ao hormoénio de ori- -
gem hipofiséria, o que foi compro-
vado através de testes fisico-qui-
micos, radioimunolégicos e biol6- ;.3
gicos. O ensaio biolégico em ratos 'y
hipofisectomizados, realizado me- >
diante técnicas padronizadas em
nosso laboratério!, apresentou 3
uma poténcia compardvel aquela -3
do padrio internacional da Orga- §
nizacdo Mundial da Saitide, cuja
atividade bioldgica é de 2,6 UI/mg. 3

Estédo agora sendo ultimados 0s 3
testes pré-clinicos, necessarios pa- §
ra poder passar i fase de estudos }
clinicos, implementando ao mes-
mo tempo a producido até alcan-
car uma escala de nfvel semi-in- §
dustrial e, posteriormente, de nf- £
vel industrial. Isto deverd permi- ‘%
tir, por um preco acessivel, o aten- j
dimento de grande parte da popu- 3}
lacéo brasileira que apresenta de- ;
ficiéncia total ou parcial deste hor-
moénio, visando também vérias e 3
diferentes aplicacdes que, como
mostra a recente literatura médi- 3
ca, podem apresentar grande inte-
resse terapéutico.
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