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RESUMO

NUNES, A. P. Sintese do hormdnio de crescimento de camundongo e de seu antagonista G118R-
mGH em células HEK293F cultivadas em suspenséo e radiomarcagédo para estudos por SPECT-CT
em camundongos. 2023. 129p. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas
Energéticas e Nucleares, IPEN-CNEN/SP, Sao Paulo

Introdugdo: O horménio de crescimento murino (mGH) € uma proteina de 21,8 kDa
gue consiste em 190 aminoacidos. Contém quatro residuos de cisteina e duas
ligagbes dissulfeto, semelhante ao horménio de crescimento humano e aos de outros
vertebrados. Para determinados estudos utilizando modelos animais murinos é
preferivel o uso espécie-especifico do horménio, para evitar a toleréncia a exposicao,
desenvolvimento de respostas imunes e interagdo com outros receptores. Os
camundongos lit/lit apresentam uma diminuigdo dos niveis do fator de crescimento
semelhante a insulina 1 (IGF-1) e fendtipo ando que podem ser revertidos com a
aplicacdo do horménio nos estagios iniciais do desenvolvimento do animal. A sintese
inédita de um potencial antagonista de camundongo, G118R-mGH, com uma mutacao
no cédon de glicina (G) no aminoacido 118, substituido por arginina (R), que permite
gue o sitio 1 se ligue ao receptor do horménio do crescimento (GHR), mas impede a
ligacdo funcional no sitio 2, inviabilizando a sinalizac&o intracelular, pode contribuir
para um maior entendimento da acdo do GH no sistema nervoso. Objetivo: Obter
MGH e G118R-mGH em células de rim de embrido humano (HEK293F), purificar e
radiomarcar a fim de investigar os efeitos fisioldégicos da sua acdo em camundongos.
Metodologia: Esse trabalho foi dividido em cinco etapas: a sintese de DNA, com a
construcdo do vetor pcDNA 3.4 TOPO, inserindo a sequéncia codificadora do
horménio mGH e de seu antagonista G118R-mGH, seguinda da transformacéo de
bactéria Escherichia coli para obter quantidade de plasmideo suficiente para
transfeccdo. Na segunda parte do trabalho, realizamos a expresséo, por transfeccéo
transiente, desses hormoénios em cultura de células HEK293F em suspensdo,
avaliando o melhor dia de producédo mediante eletroforese em gel de poliacrilamida
com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e western blotting. Na terceira etapa,
realizamos a purificag&o utilizando as técnicas cromatogréficas de troca idnica seguida
de exclusdo molecular. Na quarta etapa foi realizado o bioensaio em camundongos
lit/lit com administracdo intraperitoneal de 10 pg/dia das proteinas com duracéo de 10
dias, e a analise com base na variagdo de massa corporal. A quinta e Ultima etapa
envolveu a radiomarcacdo do mGH e G118R-mGH com 13| e 23|, seguida de ensaio in

vivo de biodistribuicdo e SPECT-CT. Resultados: A produgéo em células de mamifero



apresentou niveis mais elevados de expressédo das proteinas recombinantes no quarto
dia de producdo. O mGH e seu antagonista foram purificados e caracterizados por
técnicas fisico quimica (SDS-PAGE, WB, HPLC, MS). Foram produzidos cerca de 1
mg de proteina de interesse para cada 10 mL de cultura, com pureza superior a 90% e
com concentracdo da ordem de 0,1 mg/mL. No bioensaio, o tratamento com mGH
apresentou aumento da massa corporal, similar ao hGH usado como controle,
enquanto o G118R-mGH, na mesma dose, ndo apresentou crescimento. A pureza do
radiomarcado foi acima de 90% e no estudo com SPECT-CT ocorreu disperséo por
todo o corpo de ambas as proteinas e principalmente em varias regiées cerebrais.
Conclusdes: A producéo e purificacdo do mGH e do G118R-mGH foram obtidas com
éxito e os estudos com radiomarcacdo e dos estudos in vivo demonstraram uma
diferenca de atividade e biodistribuicdo, possivelmente relacionadas com diferencas

nas ligagbes com o GHR, o que abre caminho para futuras pesquisas.

Palavras-chave: Antagonista G118R-mGH; Bioensaio; HormoOnio de crescimento
murino (mMGH); Receptor de GH (GHR); SNC.



ABSTRACT

NUNES, A. P. Synthesis of mouse growth hormone and its antagonist G118R-mGH in HEK293F
cells cultured in suspension and radiolabeling for SPECT-CT studies in mice. 2023. 129p.
Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia Nuclear), Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares, IPEN-
CNEN/SP, Séo Paulo.

Introduction: Murine growth hormone (mMGH) is a 21.8 kDa protein consisting of 190
amino acids. It contains four cysteine residues and two disulfide bonds, similar to
human growth hormone and those of other vertebrates. For certain studies using
murine animal models it is preferable the species-specific use of the hormone to avoid
exposure tolerance, development of immune responses and interaction with other
receptors. Lit/lit mice present a decrease in insulin-like growth factor levels (IGF-1) and
dwarf phenotype that can be reversed with the application of the hormone in the early
stages of animal development. The novel synthesis of a potential mouse antagonist,
G118R-mGH, with a mutation in the codon of glycine (G) in amino acid 118, replaced
by arginine (R), which allows site 1 to bind to the growth hormone receptor (GHR), but
prevents functional binding at site 2, intracellular signaling, can contribute to a better
understanding of the action of GH in the nervous system. Objective: To obtain mGH
and G118R-mGH in human embryo kidney cells (HEK293F), purify and radiomark in
order to investigate the physiological effects of its action in mice. Methodology: This
work was divided into five stages: DNA synthesis, with the construction of the vector
pcDNA 3.4 TOPO, inserting the coding sequence of the hormone mGH and its
antagonist G118R-mGH, followed by the transformation of Escherichia coli bacteria to
obtain enough plasmid for transfection. In the second part of the work, we performed
the expression, by transient transfection, of these hormones in suspended HEK293F
cell culture, evaluating the best production day by electrophoresis in polyacrylamide gel
with sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE) and western blotting. In the third stage, we
performed purification using ion exchange chromatographic techniques followed by
molecular exclusion. In the fourth stage, the bioassay was performed in lit/lit mice with
intraperitoneal administration of 10 pg/day of the proteins lasting 10 days, and the
analysis based on body mass variation. The fifth and final stage involved the
radiolabeling of mGH and G118R-mGH with 131 and 23|, followed by in vivo



biodistribution and SPECT-CT assays. Results: Production in mammalian cells
showed higher levels of expression of recombinant proteins on the fourth day of
production. The mGH and its antagonist were purified and characterized by physical
chemical techniques (SDS-PAGE, WB, HPLC, MS). About 1 mg of protein of interest
was produced for each 10 mL of culture, with purity higher than 90% and concentration
of around 0.1 mg/mL. In the bioassay, the treatment with mGH showed an increase in
body mass, similar to hGH used as control, while G118R-mGH, at the same dose, did
not show growth. The purity of the radiolabeled was above 90% and in the study with
SPECT-CT there was dispersion throughout the body of both proteins and mainly in
various brain regions. Conclusions: The production and purification of mGH and
G118R-mGH were successfully obtained and the radiolabeling studies and in vivo
studies demonstrated a difference in activity and biodistribution, possibly related to

differences in GHR linkages, which paves the way for future research.

Keywords: G118R-mGH antagonist; Bioassay; Murine growth hormone (mGH); GH
receptor (GHR); CNS.
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lit/lit salina estd em preto, e o grupo controle de peso heterozigoto esta em

Figura 36 — Cromatografia por SPECT do (A) mGH e do (B) G118R-mGH, marcados
com 131 em vermelho e 0 13 livre @M VErde.........cccoeeviiiiiieiiie 90

Figura 37 — Cromatogramas obtidas por HPSEC realizado para avaliacdo dos
impactos da cloramina T. (A) rec-hGH (controle interno), 5 ug / 5 pL, com pico no Tr
14,10 min; (B) mGH — NaCl 0,9%, com pico no Tr 15,26 min; (C) mGH — NacCl 0,9%
com reacdo de CLT, com pico no Tr 15,35 min; (D) comparacao por sobreposicdo da
solucdo de mGH néo tratada, em preto, e da solucdo do mGH com a reacédo de CLT,
em vermelho. (E) G118R-mGH — NaCl 0,9% com picos nos Tr 16 e 17,62 min; (F)
G118R-mGH — NaCl 0,9%, com picos nos Tr 15,6 min e 17,24 min; (G) comparacao
por sobreposicéo da solucdo de G118R-mGH néo tratada, em preto, e da solucdo do
G118R-mGH com a reacdo de CLT, em vermelno..........cccoovviieeiiee i 93

Figura 38 — Avaliacdo do impacto da cloramina T, em SDS-PAGE 15% - amostras
mMGH e G118R-mGH. (1) marcador de massa molecular, (2) hGH 1 ug, (3) amostra
mGH-NaCl 0,9%, (4) amostra mGH-NaCl 0,9% apods reacdo com a CLT, (5) amostra
mGH-NacCl 0,9% reduzido, (6) amostra G118R-mGH-NaCl 0,9%, (7) amostra G118R-
mGH-NaCl 0,9% apo6s reagcdo com a CLT, (8) amostra G118R-mGH-NaCl 0,9%
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Figura 39 — Ensaio de biodistribuicio em camundongos, injetados com 31-mGH
(preto) e 131-G118R-mGH (cinza), com atividade de 0,12 MBq (1 milhdo de contagem
por minuto — CPM) e 0,16 pg de cada horménio, eutanasiados apds 45 minutos da
injec@o intraperitoneal. Raz&o tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido
(%ID/g). (A) Porcentagem da dose injetada por pL de sangue; (B) Razéo
tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do cérebro total; (C)
Raz&o tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do cérebro; (D)
Raz&o tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do hipotalamo; (E)



Razéo tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do cortex

Figura 40 — Ensaio de biodistribuicdo em camundongos, injetados com 13-mGH
(preto) e 131-G118R-mGH (cinza), com atividade de 0,12 MBq (1 milhdo de contagem
por minuto — CPM) e 0,16 ug de cada hormbnio, eutanasiados apds 45 minutos da
injecdo intraperitoneal. Razdo tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido
(1157 ) SRR 97

Figura 41 — Imagens obtidas por tomografia por emissdo de féton Unico — tomografia
computadorizada (SPECT-CT), dos cérebros de camundongos eutanasiados 2
minutos apds a injecédo de ?°I-mGH ou ?]|-G118R-mGH. Do lado esquerdo temos as
imagens do radiomarcado 2|-mGH, (A) seccdo coronal; (B) seccdo sagital; (C)
seccao transversal; (D) cérebro inteiro visto de cima. Do lado direito temos as imagens
do radiomarcado 1%3|-G118R-mGH, (E) seccao coronal; (F) seccdo sagital; (G) seccéo
transversal; (H) cérebro inteiro Visto de CiMa............coeeeiiiiiiieiiie e 98

Figura 42 — Imagens obtidas por tomografia por emissdo de féton Unico — tomografia
computadorizada (SPECT-CT), dos cérebros de camundongos eutanasiados 5
minutos apds a injecdo de ?°I-mGH ou !?*|-G118R-mGH. Do lado esquerdo temos as
imagens do radiomarcado *23l-mGH, (A) secc¢do coronal; (B) seccdo sagital; (C)
seccao transversal; (D) cérebro inteiro visto de cima. Do lado direito temos as imagens
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Figura 43 — Imagens obtidas por tomografia por emissao de féton Unico — tomografia
computadorizada (SPECT-CT), dos cérebros de camundongos eutanasiados 10
minutos apds a injecdo de ?°I-mGH ou ?]|-G118R-mGH. Do lado esquerdo temos as
imagens do radiomarcado 1|-mGH, (A) seccdo coronal; (B) seccdo sagital; (C)
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Figura 44 — Gréafico identificando a média de contagem da atividade (CPM) dos
radiomarcados *?’I-mGH ou ?]I-G118R-mGH nas diferentes regides do cérebro de
camundongo eutanasiado (A) 2 minutos, (B) 5 minutos e (C) 10 minutos apo6s a
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Figura 45 — Graficos de analise da cinética de permeacdo nas regides do cérebro,
comparando #I-mGH e %|-G118R-mGH. (A) hipocampo esquerdo; (B) hipocampo
direito; (C) hipotdlamo; (D) amigdala direita; (E) tronco cerebral; (F) amigdala
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1. INTRODUCAO

Os avancos gerados na area da biotecnologia decorrentes da técnica do
DNA recombinante tém permitido a investigacao e producédo de uma variedade
de proteinas recombinantes de interesse industrial, clinico e de pesquisa.

A partir da insulina, primeira proteina recombinante produzida
comercialmente, outros diversos produtos recombinantes ganharam
notoriedade: a eritropoietina (Bommer e col., 1987), o hormdnio do crescimento
(GH) (Ribela e col., 1993, Oliveira e col., 1999; Bellini e co0l.1993; 2003),
hormonio tireotrofico humano (TSH) (Peroni e col, 2002, Ribela e col., 2003,
Ventini e col., 2011).

Entre os produtos recombinantes citados acima se destacam o0s
hormdonios hipofisarios, uma classe de produtos com diversas funcionalidades
ndo s6 no ambito da pesquisa estrutural, funcional, mas também no
desenvolvimento de novos farmacos (Morganti e col., 1998, Soares e col.,
2000; 2006, Ueda e col., 2009). Além disso, muitas deficiéncias fisioldgicas tém
relacdo direta com a sintese e/ou regulacdo desses hormdnios sendo a
administracdo recorrente desses produtos a Unica forma de tratamento
(Musolino, 2003, Geber e col., 2005, Portes, 2008, Soares e col., 2008).

O hormonio do crescimento (GH) é secretado pela glandula hipofisaria
anterior e esta relacionado com a regulacdo de diversas funcgdes fisiologicas
importantes, como proliferacdo celular, crescimento tecidual, sintese proteica,
metabolismo de carboidratos e lipidios, entre outras. Classicamente, 0s
principais tecidos-alvo do GH séo o figado, musculo esquelético, ossos e tecido
adiposo que, em seu conjunto, acreditava-se serem responsaveis pelos
principais efeitos bioldgicos desse horménio (Devesa e col., 2010). Contudo,
evidéncias recentes tém indicado que o sistema nervoso central (CNS) também
€ um tecido-alvo critico para muitas das funcdes biolégicas do GH que incluem
a regulacdo do metabolismo, controle de funcBes cognitivas diversas,
modulacdo de comportamentos, acdo neurotrofica, entre outras (Furigo e col.,
2017).
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O horménio de crescimento murino (mMGH) é uma proteina de 21,8 kDa
gue consiste em 190 aminoé&cidos. Contém quatro residuos de cisteina e duas
ligagBes dissulfeto, assim como os GH humano, bovino, ovino, pirarucu, suino
e de enguia (Fradkin e Boand, 2010; Lima e col., 2023). Para determinados
estudos utilizando modelos animais murinos, é preferivel 0 uso espécie-
especifico do horménio, para evitar a tolerancia a exposi¢ao, desenvolvimento
de respostas imunes inatas e interagdo com outros receptores, Como no caso
do horménio de crescimento humano (hGH), que é capaz de se ligar aos
receptores de prolactina em camundongos (Amit e col., 1992; Fradkin e col.,
2009).

A terapia com mGH é capaz de restaurar os efeitos causados pela
deficiéncia da atividade hormonal de camundongos transgénicos, que
apresentam ablacdo do hormonio liberador do horménio de crescimento
(GHRH). Esses animais apresentam uma diminuicdo dos niveis do fator de
crescimento semelhante a insulina 1 (IGF-1), especialmente no figado, tecido
adiposo aumentado, reducdo da massa magra, pesos hepaticos e esplénicos
reduzidos e fendtipo ando, caracteristicas que podem ser revertidas com a
aplicacdo do horménio nos estagios iniciais do desenvolvimento do animal
(Alba e col., 2005).

O desenvolvimento do antagonista do receptor de hGH (GHA), com uma
mutacéo do cédon de glicina (no aminoacido 120), substituido por arginina (R),
permite que o sitio 1 se ligue ao receptor do horménio do crescimento (GHR),
mas impede a ligacdo funcional no sitio 2, inviabilizando a sinalizacao
intracelular. Assim surgiu um inibidor competitivo do hGH (G120R-hGH) e o
desenvolvimento do farmaco Pegvisomant, usado para tratar pacientes com
acromegalia e em estudos que visam compreender a atividade do GH
(Kopchick e col., 2014).

Dessa forma, no presente trabalho foi realizada a sintese do mGH e do
seu potencial antagonista G118R-mGH em células HEK293F (células de rim de
embrido humano), o que permitiu investigar, em um modelo homodlogo, os
efeitos fisiolégicos da acdo do mGH em camundongos. Um dos nossos
objetivos foi avaliar a sua atuacao no SNC, bem como estudar o mecanismo da

passagem do mGH através da barreira hematoencefalica (BHE).
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Este estudo fez parte do projeto tematico FAPESP (processo
2020/01318-8) intitulado: “Sistema nervoso central como um alvo do horménio
do crescimento para a regulagdo de multiplas fungdes bioldgicas®, coordenado
pelo Dr. José Donato do ICB/USP, cuja finalidade foi redefinir os mecanismos
de acédo do GH, incluindo o0 SNC. O mGH radiomarcado pelo iodo-123 (*?3I) foi
injetado na circulagdo do camundongo e, por meio de andlises por SPECT-CT,
possibilitou observar a passagem do hormdénio radiomarcado da circulacao
sistémica para o SNC, enquanto o GHA que atua como um inibidor competitivo,
forneceu respostas sobre a necessidade da presenca do receptor do hormonio
de crescimento (GHR) para a passagem desse horménio através da BHE.

Ainda nesse trabalho realizamos a avaliacdo da poténcia dessas
proteinas recombinantes em ensaio bioldgico utilizando camundongos com
deficiéncia de crescimento (Bellini e Bartolini, 1993; Bellini e col., 1998; Higuti e
col., 2012).

Essa pesquisa € uma continuidade de um vasto estudo de proteinas
recombinantes do Centro de Biotecnologia (CEBIO), e apresenta originalidade
principalmente em trés aspectos: a sintese de forma inédita do mGH e do seu
potencial antagonista de receptor G118R-mGH; o desenvolvimento de um
sistema de expressdo em células por transfeccdo transiente; e um modelo
original de estudo fisiologico sobre a passagem do GH através da BHE por

meio da interacdo do mGH e seu antagonista.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
O objetivo geral foi realizar a expressao, purificacdo e caracterizacao
fisico-quimica e bioldgica do mGH e do seu antagonista de receptor G118R-
mMGH (GHA).

2.1 Objetivos especificos

e Obtencédo de vetores contendo o cDNA do mGH e G118R-mGH para

expressao em células de mamifero;

e Transfeccao de células HEK293F cultivadas em suspensao;

e Expressdao do mGH e G118R-mGH de forma transiente em meio de

cultura livre de soro em quantidades uteis (>30 pg/mL de meio);

e Purificacdo e caracterizacdo fisico-quimica do mGH e do seu

antagonista;

e Radiomarcacdo com 13| e 12| para avaliar a atividade biologica de

ambas as proteinas no sistema nervoso central;

e Avaliacdo da atividade biolégica em camundongos andes.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Hipotédlamo e hipofise

No sistema enddcrino, o hipotdlamo e a hipdfise, localizados no sistema
nervoso central (SNC), atuam como mediadores dominantes no controle da
secrecdo dos hormoénios e suas regulacdes em termos das quantidades
circulante no sistema. Esses hormdénios secretados possuem importantes
papéis homeostéaticos e metabdlicos, agindo desde o controle da fisiologia da
tiredide até a reproducédo (Golan e col., 2010).

A hipdfise esta localizada na sela turcica, em uma cavidade 0ssea da
base do cérebro. E formada por dois 6rgdos associados, a neuro-hipéfise,
conhecida como hipdfise posterior, provinda da superficie ventral do diencéfalo,
e a adeno-hipofise, conhecida como hipoéfise anterior, provinda do tecido
ectodérmico. O hipotalamo regula atividade de ambos os lobos, como um
transdutor neuroenddcrino, transformando sinais neurais do cérebro em
mensagens quimicas (normalmente peptidios) para regulacdo da secrecao dos
hormoénios hipofisarios e para as fun¢cdes metabdlicas do organismo (Golan e
col., 2010; Guyton & Hall, 2011).

O controle hipotalamico da adeno-hipoéfise acontece a partir da secrecao
dos hormdnios no sistema vascular porta-hipotalamico-hipofisario (Figura 1).
Nesse processo, 0s neurdnios do hipotalamo liberam fatores reguladores, a
partir de estimulos recebidos pela artéria hipofisaria superior viabilizando a
liberacdo dos fatores hipotalamicos na corrente sanguinea, sendo levados pelo
sistema porta hipotalamico-hipofisario até a adeno-hipofise onde sera
controlada a liberacdo dos horménios andeno-hipofisarios. No caso dos
horménios da neuro-hipofise, sdo sintetizados nos corpos celulares supra-
Opticos e paraventriculares e sdo acomodados nas terminacdes neuronais na
neuro-hipofise até receber um estimulo e serem liberados na corrente

sanguinea.
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Figura 1: Representacéo do sistema porta hipotalamico-hipofisario.
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Fonte: Adaptado de Golan e col., 2010.

A adeno-hipofise é formada por um conjunto grande de células
heterogéneas, como as somatotropos, corticotropos, tireotropos, gonadotropos,
lactotropos. Cada uma é responsavel por responder a estimulos diferentes e
assim liberar hormoénios especificos na circulacdo sistémica. Existem fatores
hipotalamicos de liberacéo e inibicdo, conhecidos como horménios liberadores
e hormoénios hipotalamicos inibidores, respectivamente, para modificar a
secrecdo hormonal, além de agir na sintese de hormdnios e o crescimento de

células hipofiséarias (Golan e col., 2010; Guyton & Hall, 2011).

Na adeno-hipofise sdo produzidos hormbnios proteicos e glicoproteicos.
Dentre eles, temos os hormodnios somatotroficos, como o horménio de
crescimento (GH) e a prolactina, sendo proteinas monoméricas. Temos 0s
hormdnios glicoprotéicos, como o horménio luteinizante (LH), o horménio
foliculo-estimulante (FSH) e o hormdnio tireoestimulante (TSH), que sé&o
proteinas heterodiméricas. Além desses, ha também adrenocorticotropina
(ACTH) (Golan e col., 2010).
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3.2. Hormonio de crescimento

O horménio de crescimento humano (hGH), também conhecido como
horm6nio somatotrépico ou somatotropina, € uma proteina monomérica, ou
seja, é formado por uma Unica cadeia polipeptidico, constituida por 191
aminoacidos e com peso molecular de 22 kDa. E um horménio hipofisario,
produzido e secretado pelas células somatotropicas na adeno-hipofise ou
hipofise anterior (Guyton & Hall, 2011; Buchman e col., 2018; Olarescu e col.,
2019). Quando esse horménio € liberado na corrente sanguinea, ele alcanca
diversos tecidos alvos viabilizando varios efeitos no corpo, ndo agindo por meio
de glandulas-alvos como no caso de outros hormoénios (Guyton & Hall, 2011;
Devesa e col., 2016).

Sua atuacao principal esta envolvida no crescimento de quase todos os
tecidos do corpo, induzindo a divisdo celular e a diferenciacéo celular, como,
por exemplo, o crescimento das células 6sseas e musculares. Porém, ja foi
observado que também tem como funcdo promover regulacdo de varios
processos metabdlicos, como a inducéo de absorcdo de glicose e lipdlise em
tecidos adiposos, inducédo da absorcédo de glicose e absor¢cdo de aminoacidos
nos muasculos (Guyton & Hall, 2011; Olarescu e col.,, 2019). Essas ac¢0es
podem ocorrer tanto de forma direta, pelo proprio receptor, quanto de forma
indireta, por inducdo da secrecdo do fator de crescimento semelhantes a
insulina | (IGF-1), hormdnio liberado pelos hepatdécitos, células do figado (Jones
& Clemmons, 1995; Golan e col., 2010; Guyton & Hall, 2011).

A regulacdo da secrecdo do GH pela hipéfise ocorre por um complexo
mecanismo de respostas através das mudancas de seus niveis circulantes no
organismo, para um controle homeostatico, sendo intermediado por varios
mecanismos de feedbacks positivos (induzindo) e negativos (inibindo) (Figura
2). A inducdo da secrecdo do GH ocorre quando o hipotdlamo libera o
horménio liberador do horménio de crescimento (GHRH), e a inibicdo ocorre
guando o hipotalamo libera a somatostatina (SST), ambos no sistema vascular

porta-hipotalamico-hipofisério (Steyn e col., 2016). A interagdo entre ambos os
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peptideos hipotalamicos, em conjunto com secretagogos adicionais, resulta na
regulacao da secrec¢édo pulsatil do GH. Ademais, o GH, que esta na circulacéo,
pode retornar para o sistema nervoso central para também sinalizar e regular

seus niveis circulantes (Steyn e col., 2016).

Figura 2: Esquema do mecanismo de feedbacks para a regulacdo da secrecdo do GH.
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Fonte: Adaptado de Olarescu e col., 2019; Ferndndez-Pérez et al., 2013.

O GH atua no figado como um dos principais tecidos-alvo, estimulando a
producéo local (cerca de 75%) e sistémica do fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF-1), também conhecido como somatomedina C, transportada
na circulacdo pelas ligacbes de proteinas de transporte (IGFBP), e através

dessa producéo induzida, o GH consegue atuar no corpo de forma indireta.

O IGF-1 é um polipeptideo contendo 70 aminoacidos com um peso
molecular de 7,649 Da (Rinderknecht & Humbel, 1978). O IGF-1 pertence a

uma superfamilia de hormdnios semelhantes a insulina, que inclui a propria

insulina, bem como o IGF-1 e IGF-2, todos similares em estrutura terciaria e
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sequéncia de aminoacidos primarios, mas se ligam a diferentes receptores
para ter efeitos distintos no desenvolvimento. Embora o IGF-1 seja produzido
principalmente em adultos pelo figado em resposta ao GH e afeta uma ampla
variedade de tipos de células, seu efeito sobre o desenvolvimento precoce do
SNC e plasticidade neuronal sugere que o IGF-1 atua como um hormdnio com
acdo paracrina e autocrina (Jones & Clemmons, 1995; Yakar e col., 1999).

Quando o IGF-1 esta elevado na circulagdo, ocorre uma sinalizacdo do
mecanismo de feedback negativo pelo eixo GH-IGF-1 (Gahete e col., 2011). Ou
seja, 0 GHRH é inibido através desse feedback devido a alta concentracédo do

GH e IGF-1 na corrente sanguinea (Fernandez-Pérez e col., 2013) (Figura 2).

O padrao de liberagdo do GH e pulsatil (aumenta e diminui) na
circulagdo, e diversos fatores, como ingestdo de alimentos, estresse e
equilibrio metabolico também estimulam sua secrecdo. A grelina, acil grelina
(forma octanoilada, ativa), € um hormonio peptidico de 28 aminoacidos,
produzida no estbmago, e esta presente na corrente sanguinea em periodos de
jejum, e assim atinge o SNC sinalizando fome (hormdnio orexigeno). Dessa
forma, a grelina, na hipofise, tem acéao de induzir também a secrecdo do GH
(Devesa, 2021). Quando o ser vivo esta em jejum, com 0 estomago vazio, a
producdo de grelina aumenta nas células especificas, conhecidas como P/D1
(células oxinticas), logo depois ela é liberada na corrente sanguinea, e assim
chega na hipofise, estimulando a sintese e induzindo a secrecdo do GH. A
grelina também alcanca o hipotalamo, onde ira induzir os neurénios da fome,
estimular a secre¢do do GHRH e inibir a somatostatina. Além do mais, a grelina
também tem um papel de inibir os efeitos inibitérios do IGF-1, e por outro lado,

o IGF-1 inibe 0 aumento da grelina na circulacéo (Devesa, 2021) (Figura 3).
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Figura 3: Grelina: sua producao e seu efeito na sintese e secre¢éo do GH.
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Fonte: Adaptado de Devesa, 2021.

A insulina é um dipeptideo, com cadeias A e B ligadas por pontes
dissulfeto, de 51 aminoéacidos no total (Wilcox, 2005). A insulina € conhecida
por ser um outro fator importante que também atua na regulacdo do GH, com
os niveis de glicose e lipidios na circulacdo, além dos habitos alimentares.
Dessa forma, a insulina é produzida nas ilhotas pancreaticas e sua atuacao
ocorre nos neurbnios de inducdo, que expressam GHRH, e inibicdo, que
expressam a somatostatina. Além disso, ela pode se ligar no receptor de
insulina (IR) localizado nas células somatotropicas e inibir a secrecdo do GH
(Qiu e col., 2017). No caso da glicose, se estiver em niveis baixos na circulacéo
(hipoglicemia), também acaba induzindo a secrecdo de GH, ativando o0s
neurdnios GHRH (Roth e col., 1963; Steyn e col., 2016). A insulina também
interfere na sinalizacdo do GH no receptor de GH (GHR), e toda sua cascata

de ativacao (Qiu e col., 2017).
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Os &cidos graxos livres (AGL), liberados dos tecidos adiposos, séo
acidos carboxilicos com longas cadeias, com um grupo metil em uma
extremidade e um carboxilico na outra (Ghosh e col., 2017) e eles também
estdo envolvidos no processo alimentar, caracterizando um indicio de privacéo
alimentar. Os AGL podem induzir, estimulando o GHRH, ou inibir a secre¢éo do
GH (Maccario e col., 1994). Um exemplo de caso inibitério, nota-se que em
pessoas obesas, quando o AGL esta em grande quantidade no organismo
concilia com uma reducéo de secrecdo de GH (Steyn e col., 2016).

A leptina (Lep) é um horménio peptidico, produzida e secretada pelos
adipdcitos, e também é expressa em outros tecidos. Ela € capaz de inibir o
apetite e promover a utilizacdo de energia, além de induzir e inibir a secrecao
de GH dependendo do estado nutricional e do balanco energético do individuo
(Casanueva e col., 1998; Kalra e col., 1999; Zhang e col., 2017).

A secrecdo do GH estd bem estabelecida, porém ainda se faz
necessario continuar as pesquisas sobre as potenciais acdes de outros
secretagogos e agentes metabdlicos envolvidos em toda interacdo
homeostética das liberacdes pulsateis do horménio e de toda sua regulacéao

complexa por meio de mecanismos de feedback.

O GH, na circulacgéo, fica parcialmente ligado a uma proteina de ligacéo
de alta afinidade, conhecida como GH binding protein (GHBP), formada a partir
de uma clivagem do dominio extracelular do receptor de GH (GHR) (Postel-
Vinay, 1996; Baumann e col., 1994; Baumann, 2001; Fisker, 2006). Estima-se
gue as GHBPs séo formadas a partir de dois mecanismos: clivagem proteolitica
do dominio extracelular do GHR ou através de um splicing alternativo na
transcricdo primaria (Postel-Vinay, 1996; Fisker, 2006). Seu papel biolégico
ainda ndo esta claro, podendo viabilizar ou impedir as acdes do GH no
organismo (Postel-Vinay, 1996; Baumann, 2001; Fisker, 2006).

A producao local ou secrecdo pela hipofise do GH possui uma ampla
atuacao no organismo, promovendo o crescimento e proliferacdo de diversas
células e, consequentemente, tecidos, a partir da ampla expressdo de seu
receptor, o receptor de GH (GHR). O crescimento longitudinal do corpo ocorre

a partir do estimulo da producdo e da ativagdo do IGF-1, no figado,
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proporcionando efeitos multiplos sobre o crescimento ésseo e da massa
muscular (Golan e col., 2010; Nicholls e col., 2016; Olarescu e col., 2019).

O GH, na sua atuacéo direta, € um horménio anabdlico que aumenta a
sintese de proteina, em quase todas as células, promovendo uma diminuicdo
da oxidacdo de aminoécidos, além de aumentar a absor¢cdo dos aminoacidos
no musculo esquelético (Moller & Jorgensen, 2009; Guyton & Hall, 2011). O GH
também diminui a oxidacdo da glicose, promovendo uma absor¢cdo da mesma
no tecido adiposo e também no musculo, onde a oxidagdo € reduzida. No
teciso adiposo, ocorre o estimulo da lipolise, para assim aumentar os AGLs no
proprio tecido adiposo e no sangue, amplificando sua utilizagdo como fonte de
energia e, em paralelo, esses acontecimentos inibem as vias de sinalizagéo e
acles da insulina em relacdo ao metabolismo dos carboidratos, lipidios e no
controle glicémico. Logo, o GH possui funcées complexas na regulacdo do
metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos, com o intuito de aumentar a
guantidade de proteina no corpo e assim manter uma reserva de gordura e
energética (Moller & Jorgensen., 2009; Guyton & Hall, 2011; Vijayakumar et al.,
2011; Olarescu e col., 2019).

Nos dias de hoje, além de toda sua atuacdo nos tecidos-alvos como
figado, musculo e tecido adiposo, esta sendo bem determinado de que o GH
tem acdo também, como tecido-alvo, no sistema nervoso central (SNC),
possuindo um papel tdo amplo quanto importante na regulacdo de inUmeros

processos metabolicos (Nyberg, 2000; Donato e col., 2021).

Para que isso ocorra, o GH deve retornar para o SNC. Logo, foi
identificado que existe uma grande distribuicdo de neurbnios em diversas
regides do cérebro que respondem a estimulos do GH e que inclusive possuem
GHR (Burton e col., 1992; Nyberg, 2000; Kastrup e col., 2005; Donato e col.,
2021). Embora ainda seja preciso um estudo mais aprofundado sobre a funcao
do GHR em ndcleos hipotalamicos distintos, como na regido da eminéncia
mediana (ME) (estrutura do hipotalamo basal) e no terceiro ventriculo
(cavidade no cérebro que é preenchida por liquor) (Figura 4). Em estudos
iniciais, foi identificada a presenca do GHR MmRNA nas regides do talamo,
hipocampo, regido septal, amigdala e hipotalamo, e essas sdo regides que

além de regular a secrecdo do GH pela hipofise, também estdo envolvidas no
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metabolismo, na resposta ao estresse, no medo e na memdaria (Burton e col.,
1992; Donato e col., 2021). Dessa forma, as regides hipotalamicas responsivas
estdo localizadas onde se encontram 0s neurOnios de somatostatina, nos
nacleos hipotalamicos paraventriculares (PVH) e periventriculares (PV) (Burton
e col, 1992), além do nucleo arqueado do hipotalamo (ARH), nucleo
dorsomedial (DMH) e nucleo ventromedial (VMN) (Furigo e col., 2017).

Figura 4: Seccédo coronal do cérebro (corte nos ganglios da base). llustracdo da regido do

terceiro ventriculo.

Amigdala

Fonte: Adaptado de BioRender, 2023.

O GH, além de regular sua propria liberacdo através de feedback
negativo, como ja mencionado acima, atua na regulacdo central do
metabolismo de forma muito mais complexa e ampla. Ele tem como uma das
funcdes um efeito orexigeno (ou seja, estimula o apetite) (Nyberg, 2000;
Donato e col., 2021), estimulando, por exemplo, a expressao de NPY, peptideo
relacionado agouti (AgRP), neurdnios AgRP, proopiomelanocortina (POMC) e
GHRH nos neurénios do ARH (Zhong e col., 2013; Furigo e col., 2019; Donato
e col., 2021). Ele também regula a ingestdo de alimentos, através dos

neurdnios colinérgicos da regido do ARH e DMH, estimulando a expressdo nos
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neurdnios de colina acetiltransferase (ChAT), que por sua vez co-expressa
POMC no proprio ARH e tirosina hidroxilase (TH) nos nucleos PVH (Meister e
col., 2006; Herman e col., 2016; Quaresma e col., 2020).

O GH também atua na modulacdo de insulina e na homeostase da
glicose, agindo em células que expressam o receptor de leptina (LepR).
Observa-se que a ablacdo do GHR nessas células sensibiliza a insulina
hepatica, atuando também no nucleo motor dorsal do vago (DMX) que regula a
secrecdo de hormdnios pancreaticos. Além disso, os neurénios no VMN tem
como resposta direta do GH expressando fator esteroidogénico 1 (SF1) e Lep,
ambos muito importantes na regulacao da hipoglicemia. A sinalizacdo do GHR
também adapta o organismo ao exercicio aerObico, a partir de respostas

glicémicas (Donato e col., 2021).

Dessa forma, pode-se observar a amplitude da atuacdo do GH no SNC,
e a importancia da continuidade desse estudo, afim de destacar uma melhor

avaliacao da expressédo do GH e do GHR nesse sistema.

3.3. Receptor do hormdnio de crescimento

O receptor do hormonio de crescimento (GHR) faz parte da familia de
receptores de citocinas classe 1, que compde mais de 30 receptores, como por
exemplo o receptor de prolactina (PRLR), receptor de eritropoietina (EPOR),
receptor de algumas interleucinas, entre outros. O GHR é um homodimero de
638 aminoacidos, com dominio de homologia do receptor de citocina (CRH)
(Waters & Brooks, 2015). E um receptor que possui um dominio
transmembranico de passagem unica (TMD) e um dominio intracelular
citoplasmatico (ICD). Ele tem uma sequencia de YgeFs que tem como funcéo a
estabilidade e expressdo do receptor (Waters & Brooks, 2015; Dehkhoda,
2018) (Figura 5).
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Figura 5: llustracé@o da organiza¢éo do dominio do GHR.
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Fonte: Adaptado de Dehkhoda, 2018.

A ativacao do receptor ocorre quando o GH se liga em duas moléculas
de GHR, no dominio extracelular, gerando uma dimerizacédo do receptor, para
assim, induzir a transducdo de sinal intracelular (Cunningham e col., 1991).
Para que isso ocorra, 0 GH se liga inicialmente no sitio de ligacdo do primeiro
receptor, sitio 1, e em seguinda se liga no sitio de ligacdo do segundo receptor,
sitio 2 (Cunningham e col., 1991; Wells, 1996; Fisker, 2006).

Dentro do dominio intracelular dos receptores, existem duas sequencias
denominadas BOX1, que é rica em prolina e estd proxima da membrana
celular, e a BOX2, que possui residuos acidos e aromaticos que esta proxima
da C-terminal da BOX1 (Waters & Brooks, 2015; Dehkhoda, 2018).

Com a dimerizacdo, ocorre uma mudanca conformacional dos
receptores, nesse momento 0s dominios transmembranicos fazem uma
transicdo de interacdo paralela para uma interacdo cruzada. Logo apés, ocorre
uma ativacdo da molécula Janus quinase cognata (JAK), sendo que o Janus
guinase cognata 2 (JAK2) é o unico membro da familia JAK que é ativado no
GHR. Em seguida, o JAK2 se liga no BOX1 e BOX2 (sequencias que atuam
como sitios de ligacdo do JAK). Em seguida, o JAK2 fosforila residuos de
tirosina no dominio intracelular. Dessa forma, ocorre uma cascata de

sinalizacdo e ligacdo do transdutor de sinal e ativador de transcricao 5
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(STAT5a e STAT5b) por varias citosinas (Waters & Brooks, 2015; Dehkhoda,
2018) (Figura 6). O JAK2 também ativa STAT1 e STAT3, porém a STAT5 € o
fator predominante proporcionando proliferacdo e acao celular e na regulacéo
de GH através de genes-alvo relacionados ao metabolismo e crescimento
corporal (Waters & Brooks, 2015). J& se sabe que o STAT5b tem como papel
principal de transcricdo mediado pelo GH, através de diversos genes-alvo
terem sido identificados e caracterizados, porém ainda se faz necesséario mais
estudos (Rotwein, 2020).

No SNC o pSTATS5 foi identificado apenas nos neurdnios, em estruturas
gue sao envolvidas na regulacgdo do comportamento, da emocédo, de
informacdes limbicas, do hipocampo, do monitoramento de valéncia e amigdala
(Donato e col., 2021).

Figura 6: llustracdo da ativacdo do GHR a partir da ligacdo e dimerizacdo do hormdnio de

crescimento.
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Fonte: Adaptado de Ferndndez-Pérez et al., 2013; Dehkhoda, 2018.

Apés a ativacdo do JAK2 e consequentemente da fosforilacdo das
tirosinas, os dimeros de STAT5 se ligam a esses residuos de tirosina e

posteriormente o préprio STATS5 é fosforilado pelo JAK2, gerando dimeros
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ativos de STATS para serem transportados para o nucleo. Uma vez no nucleo,
a STATS se liga no DNA e atua como fator de transcrigdo (Levy & Darnell,
2002; Henninghausen & Robinson, 2008; Dehkhoda, 2018; Rotwein, 2020)
(Figura 7).

Figura 7: llustragéo da translocacéo de STATS para o nucleo, ligando-se no DNA.
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Fonte: Adaptado de Dehkhoda, 2018.

Além da ativacdo do receptor, a regulacdo negativa do mesmo é muito
importante, para manter um funcionamento correto e ndo levar a doencas. Os
trés principais reguladores negativos da sinalizacdo JAK-STAT sao: proteina
supressora da sinalizacéo de citocina (SOCS), proteina tirosina fosfatase (PTP)
e a proteina inibidora de STAT ativada (PIAS) (Dehkhoda, 2018).

Os genes SOCS sdo traduzidos a partir da ativacdo induzida por
citocinas como forma de feedback negativo da sinalizacdo JAK-STAT. As
proteinas SOCS podem atuar de quatro formas diferentes, quando ligadas a
JAKS ou ao receptor, podendo cessar a capacidade de quinase da JAK, ou
entdo impedir que a JAK se ligue ao receptor, e assim parar a ligacdo de
STATs para com o receptor, e mediar a ubiquitinacdo de JAK e STAT para
posteriormente ocorrer a degradacado proteossémica (Linossi e col., 2013; Chu
e col., 2020). A familia SOCS possui 8 membros (SOCA1-7 e CIS), e o
SOCS1-3 e CIS séo os que regulam negativamente a sinalizacdo através do
GH, sendo o0 SOCS2 o principal regulador (Dehkhoda, 2018) (Figura 8).
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As PTP tem como atuacéo a inibicdo da sinalizagéo por desfosforilacéo
de seu substrato, e existe quatro grupos, os PTPs nao receptores (SHP1 e
SHP2), sendo os principais reguladores desse grupo de proteina, temos
também a tirosina fosfatase receptora (CD45), fosfatase de dupla
especificidade, e fosfatase de baixa especificidade. As PTPs atuam tanto nos
JAKs quanto nas STATS, apenas dependendo da sua localizag&o, por exemplo,
se estiverem localizadas na membrana celular ou no citoplasma irdo afetar os
JAKs, porém se estiverem localizadas no ndcleo irdo afetar as STATs (Neel e
col., 1997; Xu & Fisher, 2012; Welsh e col, 2021) (Figura 8).

As PIAS, assim como as SOCS, também sao traduzidas a partir da
ativacdo induzida por citocinas como forma de feedback negativo da
sinalizacdo JAK-STAT. A familia das PIAS consistem em 7 membros, e podem
afetar a sinalizacdo de trés formas diferentes, inibindo a atividade de ligacao
das STATS no DNA, modificar o substrato (SUMOilacéo), e recrutar outros co-

repressores transcricionais (Dehkhoda, 2018).

Figura 8: llustracdo da regula¢cdo negativa da sinalizacdo do GHR.

Fonte: Adaptado de Dehkhoda, 2018.

Além da dimerizacdo e sinalizacdo, o complexo GH/GHR pode ser
internalizado nas células a partir de diferente vias de internalizacdo, mediado
pelo préprio GHR (Lobie e col., 1999; Kerkhof e col., 2001; Perret-Vivancos e
col., 2006). Dessa forma, através das vias de endocitose mediada por

caveolina e clatrina, esse complexo pode ser direcionado para diversas regides
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da célula, sendo entregues para lisossomos, mitocéndria, complexo de Golgi e
reticulo endoplasmatico (Lobie e col., 1994; Hai-Nan e col., 2019). Além disso,
o0 GH/GHR também pode ser levado até o ndcleo celular (Hainan e col., 2018),
indicando que o complexo GH/GHR pode realizar um papel fisioldgico
diretamente, e ndo apenas na membrana plasmatica. Sabe-se que a
internalizacdo do complexo GH/GHR tende a passar pelo processo de
reciclagem para a superficie da célula e assim iniciar o proximo ciclo de
sinalizacdo, como também passar pelo processo de degradacdo no lisossomo
(Hainan e col., 2018). Também foi identificado que a atuacdo do complexo no
nacleo é de proliferacdo celular (Hainan e col., 2018). J& a internalizacao sendo
alvo a mitocondria, promove o estimulo de consumo de oxigénio e respiracao

celular (Perret-Vivancos e col., 2006).

No caso do transporte do GH para o SNC é importante entender a
estrutura pelo qual o mesmo precisa passar. A barreira hematoenceféalica
(BHE) compreende vasos do SNC que possuem varias propriedades adicionais
para regular o movimento de moléculas, ions e células entre sangue e SNC,
para manter a homeostase do mesmo. Ela € composta por duas principais
células, as células endoteliais e as células murais, mas possui uma membrana
basal e matriz extracelular com astrocitos , células neurais e gliais (Daneman &
Prat, 2015). Para que uma molécula grande atravesse a BHE ocorre um
processo chamado transcitose, sendo um processo saturavel, ativo e
dependente de pH e temperatura, e a mesma pode ocorrer mediada por
receptor ou por absorcdo (Scherrmann., 2002; Abbott e col.,, 2010; Patel &
Page, 2017). Ja foi identificado o0 GHR expresso na BHE, e seu papel esta
vinculado com o crescimento da parede do vaso. Entretanto, a acdo no
transporte do GH para o SNC ainda nédo esta clara e precisa de estudos mais

aprofundados.

3.4. Hormdnio de crescimento de camundongo

O horménio de crescimento murino (mMGH), um horménio somatotrépico
ou somatotropina, € uma proteina monomeérica, ou seja, formado por uma Unica

cadeia polipeptidico. E uma proteina de 21,8 kDa que consiste em 190
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aminoacidos (Figura 9), e possui 0 pronto isoelétrico (pl) (indica o potencial
hidrogeniénico, pH, em que a molécula se encontra neutra), no valor de 6,37.

Figura 9: llustracdo da sequéncia de mGH: nucleotideos e respectivos aminoacidos conforme
descrito no NCBI, Mus musculus Growth Hormone (GenBank Accession number:
NM_008117.3). O peptideo sinal de 26 aminoacidos esta sublinhado em amarelo.

>miEH original cDHA

1 ATG GCT ACA GAC TCT O&EG ACC TCC TGG CTC CTG ACC GTC AGC CTGE 45
1 M A T a] 3 B T 5 W L L T v 3 L 15
4& CTC TEC CTG OTC TEG OCT CAG GAG GCT AGT GCT TTT CCC GCC ATG a0
1& L C L L L P Q E A ] A F P ! M 30
31 CCC Tz TCC AGT CTG TTT TCT AAT GCT GTG CTC CGA GCC CAG CAC 135
31 P L s s L F =] M A v L B A u} H 45
136 CTG CAC CAG CTGE GCT &CT GAC ACC TAC ARA GAG TTC GRG CGT GCC 180
46 L H Q L A A L T X K E F E 24 B B0
181 TAC ATT OCC GAG GEA CAG CGC TAT TCC ATT CAG ARAT GCC CAG GCT 2235
El Y I P E G 2 ] ¥ 5 I Q H A Q A 7

228 GCT TTC TEC TTC TCA GARG ACC ATC CCG GCC CCC ACR GGC ARG GRAG 270
TE B F c F s E T I P A P T G E E a0
271 GAG &0OC CAG CAG AGA ADC GAC ATG GAA TTG CTT CGC TTC TCG CTG 315
31 E +] Q B T L M E L L B F 2 L 105
3il6 CTG CTC ATC CAG TCA TEG CTG GGG CCC GTG CAG TTC CTC AGC AGG 160
106 L L I Q L} L G B W g F L 5 B 120
3g61 ATT TTC ACC AARC AGC CTGE ATG TTC GGC ACC TCE GAC CGET GTC TAT 403
121 I F T N L M F G T 2} ju] B v T 135
406 GAG ARA CTG ARG GAC OTG GAA GAG GGC ATC CAG GCT CTG ATG CAG 150
136 E K L K L E E G I g A L M Q 150
451 GAG CTG GAA GAT GGC AGC CCC CGT GTT GGG CAG ATC CTC ARG CRA 435
151 E L E s] G 5 P E K G Q I L K Q 165
4196 ACC TAT GAC ARG TTT GAC GCC AAC ATG CGC AGC GAC GAC GCG CTG 540
186 T ¥ D K F A H M R 5 ju] ju] B L 180

541 CTC ARA AAC TAT GEE CTE CTC TCC TGC TTC ARG ARG GARC CTG CAC 5835
. w - o - R -

181 L K H G L L c F 14 K D L H 135
S8E ARR GOE GAG ACC TAC CTG CGG GTC ATG AAG TGT CGC CGC TTT GTG &30
196 K A E ¥ L ] W M K [ B B F v 210
E31 GAR AGC AGC TGT GOC TTC TAG 651
211 E g s c A F * 217

Fonte: prépria autora (Mus musculus Growth Hormone - GenBank Accession number:
NM_008117.3.

O mGH contém quatro residuos de cisteina, duas ligacdes dissulfeto e
quatro hélices, assim como os GH humano, bovino, ovino, suino e de enguia
(Kopchick e col., 2002; Fradkin e Boand, 2010) (Figura 10).
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Figura 10: llustragdo da molécula da proteina mGH, produzida por AlphaFold.

Fonte: UniProt, produzida por AlphaFold. Site: https://www.uniprot.org/uniprotkb/P06880/entry

A acdo do GH em processos fisiologicos e na homeostase do organismo
€ muito parecida quando comparamos 0 mesmo em espécies diferentes.
Porém, sua estrutura, composicdo e funcdes podem se diferenciar entre
espécies (Cattini e col., 2018). Por exemplo, existe algumas diferencas na
sequéncia da estrutura cromossémica para producdo e regulacdo, além de
diferencas de aminoacidos entre mGH e o horménio de crescimento humano
(hGH) (Tabela 1) (Cattini e col., 2018).

Tabela 1: Compara¢do de nimero de aminoacidos, peso molecular e valor de pl entre a
proteina mGH e a proteina hGH.

44



Protein: mGH sem SP Protein: hGH sem SP
Length = 190 amino acids Length = 191 amino acids
Molecular Weight = 21839,87 Da Molecular Weight = 22127,90 Da
pl =6,37 pl =527
Amino acid | Number Mol % Amino acid | Number Mol %
Ala A 16 8,42 Ala A 7 3,66
Cys C 4 2,11 Cys C 4 2,09
Asp D 10 5,26 Asp D 11 5,76
Glu E 14 7,37 Glu E 14 7,33
Phe F 13 6,84 Phe F 13 6,81
Gly G 8 4,21 Gly G 8 4,19
His H 3 1,58 His H 3 1,57
lle 1 7 3,68 lle | 8 4,19
Lys K 11 5,79 Lys K 9 4,71
Leu L 24 12,83 Leu L 26 13,61
Met M 8 3,16 Met M 3 1,57
Asn N 5 2,63 Asn N 9 4,71
Pro P 7 3,68 Pro P 8 4,19
Gln Q 13 6,84 Gin Q 13 6,81
Arg R 12 6,32 Arg R 11 5,76
Ser S 15 7,89 Ser S 18 9,42
Thr T 8 4,21 Thr T 10 5,24
Val V 6 3,16 Val V 7 3,66
Tp W 1 0,53 Trp W 1 0,52
Tyr Y 7 3,68 Tyr Y 8 4,19

Fonte: prépria autora (BioEdit).

Para estudos desse hormonio, tém sido cada vez mais utilizados os
animais murinos (ratos e camundongos) devido as semelhancas anatbmicas,
fisiologicas e genbmica. E ja se sabe que a diferenca entre as propriedades
biologicas dos GHs, também diz respeito as ligacdes de seus respectivos
receptores (Wallis, 1980; Cattini e col., 2018). Existem evidéncias que o hGH
se liga tanto ao GHR quanto no receptor de prolactina (PRLR), no entanto o
MGH e horménio de crescimento de rato (rGH) se ligam apenas ao GHR (Wells
e col., 1993; Goffin & Kelly, 1996; Mode e col., 1996; Cattini e col., 2018). Outra
diferenca é que o hGH consegue se ligar em receptores de diversas espécies,

porém € o Unico a gerar uma resposta biolégica funcional ao se ligar no

receptor humano (Souza e col., 1995; Fisker, 2006).

A sequéncia de aminoacidos do mGH tem uma semelhanca de apenas
60% em comparacdo com a sequéncia do hGH (Figura 11), logo um tratamento

com administracao a longo prazo de hGH em animais murinos, pode resultar
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em respostas imunes inatas, tendo evidéncia que o tratamento a curto prazo é
toleravel (Fradkin e Boand, 2010).

Figura 11: llustracédo do alinhamento de aminoacidos entre mGH e hGH, sem o peptideo sinal.

10 20 30 40 S0 €0 70 80
B T B I B B e B IR B I L IR IR IO B IR I
mGH - NM 008117.3 FPAMPLSSLFSNAVLRAQHLHQLAADTYREFERAYIPEGQRYS - IQNAQAAFCFSETIPAPTGKEEAQQRTDMELLRFSLL

Human - NM 000515.4 ..TI...R..D..M...HR.....F...Q...E....KE.K..FL..P.TSL....S..T.SNR..T..KSNL....I...
110 120 130 140 150 l€0 170 180

T (| (S| [ YO [, (S | DI, () TR (O | R e W P
mGH - NM 008117.3 LMFGTSDR - VYEKLKD LEEGIQALMQELEDGS PRVGQI LRQTYDKFDANMRSDDALLRKNYGLLSCFKKD LHRAETY LRVMR
Human - NM__000515.4 VY. A, .SN..DL.cscccces p A ¢ WPRPRPRPE y CURUP SRS RIS, L | PR S YR DV E. s IV

ST
mGH - NM 008117.3 CRRFVESSCAF
Human - NM 000515.4 .. S.....G.

Fonte: propria autora (BioEdit).

Essas informacfes nos indicam que realizar estudos em animais
murinos com hGH se torna, de certa forma, inviavel, demonstrando uma
necessidade de se realizar estudos com modelos de horménios homodlogos

(espécie-especifico).

3.5. Antagonista de receptor do hormdénio de crescimento de
camundongo (G118R-mGH)

Um antagonista € uma molécula que impede a execucao da acdo de um
agonista, ndo desempenhando nenhum efeito adicional, e podem ser divididos
em duas classes: antagonista de receptor e antagonista sem receptor
(Kopchick e col., 2002; Golan e col., 2010). Os antagonistas sem receptor sao
vistos como antagonistas quimicos, que inativam o agonista, por exemplo,
neutralizando quimicamente o mesmo, e antagonistas fisiolégicos, que
produzem um efeito contrario do provocado pelo agonista (Golan e col., 2010).
J4 os antagonistas de receptor conseguem se ligar aos sitios ativos do
receptor, impedindo a ligacdo do agonista, ou se ligar em sitios alostéricos do

receptor, alterando a propriedade do local da ligagdo do agonista ou impedindo
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a alteracdo da conformacdo do receptor para a sua ativagao (Golan e col.,
2010).

O antagonista de receptor competitivo consegue se ligar de forma
reversivel no sitio ativo do receptor, ndo estimulando a conformacéo
necessaria para a ativacdo do mesmo, e assim consegue bloquear a ligacdo do

agonista (Golan e col., 2010).

Pensando nisso, a molécula de antagonista de receptor de GH (GHA) foi
descoberta para competir com 0 GH e impedir a dimerizacdo necessaria para a
operacdao do GHR, e assim impedir a cascata de sinalizacdo que ocorreria
posteriormente (Chen e col., 1991; Parkinson & Trainer, 2000; Kopchick e col.,
2002). A glicina, na terceira hélice da proteina, foi apontada como um
aminoacido importante para a atividade biologica do horménio. Foi observado
gue se houvesse uma substituicdo da glicina por uma arginina ou lisina, a
proteina se tornaria um antagonista de GH (Chen e col., 1991; Kopchick e col.,
2002).

Para o inicio do estudo com antagonistas, houve a necessidade de
entender a regido especifica da molécula de GH envolvida na ligacdo com o
GHR. Foram identificados como os principais aminoacidos do contato do GH
com GHR o triptofano-104 e o triptofano-169 (Cunningham & Wells, 1989; Bass
e col.,, 1991; Kopchick e col., 2002). Entretanto, foi observado que o0s
aminoacidos 109-126 do horménio de crescimento bovino (bGH) e 110-127 do
hGH, da hélice 3 da proteina de GH, ndo formam uma hélice anfifilica (possui
regido hidrofilica e regido hidrofoébica), porém possuem atividade promotora de
crescimento baixa e significativa (Hara e col., 1978). Dessa forma, criou-se
uma hipétese de que se houvesse uma hélice 3 anfifilica perfeita resultaria em
um modelo de GH analogo com maior atividade biologica (Kopchick e col.,
2002). Logo, estudos aprofundados mostraram que a glicina na posi¢cao 119
bGH e glicina na posi¢do 120 de hGH séo vitais para a atividade promotora de
crescimento da proteina, e que a alteracao desse aminodacido reverteria a acao
da proteina para um supressor/antagonista do GH (Chen e col., 1990; Okada e
col., 1992; Xu e col., 1995; Kopchick e col., 2002).
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Foi demonstrado que para ocorrer a acdo do GHR, é preciso que forme
um complexo heterotrimérico (GHR-GH-GHR), ou seja, uma unica molécula de
GH se liga em duas moléculas de receptor. Além disso, foi revelado, em
modelos produzidos por cristalografia, que a regido da glicina na terceira hélice,
forma uma “fenda”, e que nesse local a glicina € intimamente ligada com o
triptofano-104 da segunda molécula de receptor (sitio 2), para assim, se
encaixar e formar o complexo (De Vos e col.,, 1992). Logo, a ligacdo da
molécula de GH para com o GHR ocorre com a captura do GH pela primeira
molécula de receptor (sitio 1), sendo uma ligacédo de alta afinidade, através da
alca grande e da quarta hélice do GH, seguido pela ligacdo da segunda
molécula de receptor (sitio 2), sendo uma ligacdo de baixa afinidade, através
da primeira e terceira hélice do GH (Figura 12) (Chen e col., 1990; De Vos e
col., 1992; Kopchick e col., 2002).

Figura 12: llustracdo da cristalografia do complexo heterotrimérico. Molécula de hGH em azul e
duas moléculas do GHR (dominio extracelular) em vermelho e verde. A ligacdo da glicina-120
hGH, em amarelo, com o triptofano-104 do hGHR, em branco, estdo sendo indicados com a
seta.

¢ Gly 120 = yellow
Trp 104 = white

Fonte: Kopchick e col., 2002.
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Além desses resultados, mais estudos mostraram uma resposta positiva
de antagonismo se substituir a glicina por arginina (De Vos e col., 1992;
Parkinson & Trainer, 2000; Kopchick e col., 2002). Para ocorrer a acao
antagonista da molécula do GH, foi demonstrado um modelo de preenchimento
parcial da “fenda”. Para isso, foi elaborada a substituicdo do aminoacido glicina
para o aminoacido arginina, e dessa forma foi evidenciado que a “fenda” foi
preenchida impedindo que ocorra a interacdo adequada da molécula de GH
com a segunda molécula de receptor (sitio 2) (Figura 13) (Chen e col., 1990;
Kopchick e col., 2002).

Figura 13: llustragdo do preenchimento parcial da “fenda” com a substituicdo de glicina para
arginina na terceira hélice de bGH. (A) a seta indica o local da “fenda” devido a glicina. (B) a

seta indica o preenchimento da “fenda” pela arginina.

glicina

Preenchimento eg
da “fenda” pela
arginina

Fonte: Kopchick e col., 2002.

Nos estudos mais aprofundados in vivo percebeu-se que o antagonista
de hGH (G120R) era ineficaz em roedores (Mode e col., 1996; Kopchick e col.,
2002; Kopchick e col., 2014), ou seja, ndo consegue antagonizar a acao
promotora de crescimento do GH, além disso mostrou que o mesmo tem um
efeito agonista, em roedores, com uma possivel ligagdo no receptor de
prolactina (PRLR) (Mode e col., 1996), o que nos leva a entender a importancia

de produzir e trabalhar com modelos de horménios e antagonistas homdlogos.
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Dessa forma, com base nessas informagbes e com uma frequéncia
relevante de uso de camundongos em pesquisas, realizamos e investigamos
uma substituicdo de glicina por arginina na posicao 118, da proteina de GH de
camundongo (G118R-mGH), para um possivel potencial antagonista de
receptor, localizado na regido conservada do GH, para assim conseguir
trabalhar com modelo homélogo de antagonista (Figura 14).

Figura 14: llustragdo da sequéncia de mGH, nucleotideos e respectivos aminoacidos obtidos
no NCBI, Mus musculus Growth Hormone (GenBank Accession number: NM_008117.3). Na
posicao do aminoacido 118, o cédon para glicina “GGC” (MM = 75,07 g/mol) foi substituido pelo
cédon para arginina “CGC” (MM = 174,2 g/mol), da proteina madura (190 aa total).

1 ATG GCT ACA GAC TCT CGG ACC TCC TGG CTC CTG ACC GTC AGC CTG 45
1 M A T 5 R T s ] L L T v 5 L 15
46 CTC TGC CTG CTC TGG CCT CAG GAG GCT AGT GCT TTT CCC GCC ATG 940
16 L C L W B Q E - 5 A F P : M

91 CCC TTIG TCC AGT CTG TTT TCT AAT GCT GTG CTC CGR GCC CAG CAC 135
3 I ] 5 L F 4 H LS v L R L Q H 45

136 CTG CAC CAG CTG GCT GCT GAC ACC TAC AAR GAG TTC GAG CGT GCC 180
46 L H o L A F.o D T b4 K E F E R B &0
181 TAC ATT CCC GAG GGA CAG CGC TAT TCC ATT CAG AAT GCC CAG GCT 223
61 I E G o R 4 I Q N A o Y.} 15
228 GCT TTC TGC TTC TCA GAG ACC ATC CCG GCC CCC ACAR GGC ARG GAG 270
16 -1 F C F E T I B P T G K E 90
271 GARG GCC CAG CAG AGA ACC GAC ATG GRA TTCG CTT CGEC TTC TCS CTG ils
91 E A a Q Rk T D M E L L R P 5 L 105
3lé CTG CTC ATC CAG TCA TGG CTG GGG CCC GTG CAG TTC CTC AGC AGG 360
8 L L I Q L] W L G V Q F L 3 R 120
36l ATT TTC ACC AARC AGC CTG ATG TTC GGC ACC TCG GAC CGT GTC TAT 405
121 I F T M 5 L M F G T 5 i) R v Y 135
406 GARG ARR CTG AAG GAC CTG GAR GAGYCGC WTC CAGS GCT CTE ATS CAG 450
136 E K L K D L E E R I Q A L M Q 150
451 GAG CTG GAA GAT GGC AGC CCC CGT GTT GGG CAG ATC CTC AAG CRA 35
151 E L E D G 3 F v G o I L K Q 5
498 BRCC TAT GRC ARG TTT GAC GCC ARAC ATG CGC AGC GAC GAC GCG CTG 540
166 T Y D K F D B H M R 5 i) D : L 180
541 CTC ARR BRRC TAT GGG CTG CTC TCC TGEC TTC AAG ARG GAC CTS CAC 585
1 L K N ¥ [ L L =4 C F K K D L 185
58é& BAR GCG GAG ACC TAC CTG CGG GTC ATG AAG TGT CGC CGC TIT GTG 630
19 K A E T Y L R v M K c R R F ) 210

631 GAR AGC AGC TGT GCC TTC TAG 651
211 E 5 ] c A F
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Fonte: prépria autora (Mus musculus Growth Hormone mRNA (GenBank Accession number:
NM_008117.3).

3.6. Doencas relacionadas ao hormonio de crescimento

A anormalidade na producdo e liberacdo de GH pode resultar em
doencas para individuos, podendo estar presente tanto no nascimento quanto
em qualquer momento da vida. Dessa forma podemos destacar a fisiopatologia
tanto da deficiéncia quanto do excesso de GH.

A deficiéencia de GH pode ocorrer de trés formas, a insensibilidade ao
GH, a deficiéncia secundaria e a deficiéncia terciaria (Golan e col., 2010).

Na insensibilidade ao GH, a adeno-hipdfise secreta normalmente o
horménio, porém no figado ndo ocorre a producédo do IGF-1, e isso faz com
gue nao ocorra o feedback negativo pelo eixo GH-IGF-1 e assim nao inibe a
liberacdo de mais GH na circulacdo, resultando em um nivel plasmatico
excessivo de GH. Na deficiéncia secundaria sucede uma insuficiéncia
hipofisaria resultando na falta de liberacdo do GH na circulacéo, e com seus
niveis baixos ndo acontece a producdo do IGF-1. Na deficiéncia terciaria,
sendo ela a mais comum, o hipotalamo nédo produz GHRH, o que resulta na
auséncia da liberacdo do GH na circulacéo, e como consequéncia também néo

existird o estimulo da producéo do IGF-1 (Golan e col., 2010).

O nanismo € o exemplo de anomalia mais conhecida referente a
deficiéncia de GH. E resultado da deficiéncia generalizada da adeno-hipdfise.
Normalmente todas as partes fisicas do corpo se desenvolvem, porém de uma
forma muito reduzida (Golan e col., 2010; Guyton & Hall, 2011). O pan-
hipopituitarismo, é resultado de uma secrecédo reduzida de todos os hormonios
da adeno-hipdéfise, podendo ser congénita (ocorre desde o nascimento), ou
aparecer em qualquer momento da vida (Guyton & Hall, 2011). Nesses casos,
o tratamento acontece, em sua maioria, com a reposi¢cdo do horménio de

crescimento humano recombinante (rhGH) ou IGF-1 recombinante (riIGF-1).

Por outro lado, o excesso de GH também pode causar anomalia.

Quando o GH é produzido e secretado de forma excessiva na circulacdo, pode
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ocorrer duas formas diferentes de apresentar a doencga, podendo depender se
o horménio estd sendo secretado de forma excessiva antes ou depois do

fechamento das epifises dos ossos (Golan e col., 2010).

No caso do gigantismo ocorre esse aumento na liberagdo de GH antes
do fechamento das epifises, e o aumento dos niveis de IGF-1 proporciona o
crescimento longitudinal exagerado dos ossos (Golan e col., 2010). Quando o
aumento da liberacdo de GH acontece depois do fechamento das epifises,
resulta no caso da acromegalia, que é conhecida como uma desfiguracédo
somatica progressiva e manifestacfes sistémicas (Chanson & Salenave, 2008;
Golan e col.,, 2010). No caso da acromegalia, pode ocorrer aumento das
extremidades, aspectos faciais modificados, alteracdes o6sseas e na pele,
complicacbes reumatologicas, neuropatias, entre outros sintomas (Chanson &
Salenave, 2008). Nessas anomalias, o tratamento é realizado com agonistas
de dopamina, analogos de somatostatinas, e com o antagonista de GHR,
pegvisomant (Kopchick e col., 2002; Chanson & Salenave, 2008; Kopchick e
col., 2014).

3.7. Experiéncias do CEBIO em producdo de proteinas
recombinantes, expressdo em células de mamiferos, bioensaio e

radiomarcacao

3.7.1. Producdo de proteinas recombinantes e expressdo em

células de mamiferos

O grupo de pesquisa do Centro de Biotecnologia (CEBIO), no Instituto
de Pesquisas Energéticas e Nucleares (IPEN), possui uma grande experiéncia

e um vasto estudo no campo de proteinas recombinantes.

A técnica de DNA recombinante envolve uma série de entendimentos de
pesquisas complexas em identificacdo de genes relacionados aos hormonios
hipofisarios, com a combinacdo de técnicas de bioinformatica, a procura de
bancos de dados genéticos e sequéncias depositadas dos genes de interesse,

e biologia molecular. Dessa forma, tudo se inicia na clonagem, no caso do
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presente trabalho, do mGH e G118R-mGH (com a mutac¢do), comec¢ando com
o alinhamento da sequéncia do cDNA e a construcdo dos primers, seguindo
com a amplificacdo do gene com reagdo em cadeia polimerase (PCR),
concluindo com o sequenciamento, caracterizacdo e clonagem dos vetores de

expressao.

No grupo de pesquisa do CEBIO foram utilizadas todas essas técnicas
para entdo realizar a expressdo, purificacdo e caracterizacdo de proteinas
recombinantes, incluindo o préprio hGH e antagonistas (Morganti e col., 1998;
Oliveira e col., 1999; Soares e col., 2006; Menezes e col., 2017).

A expressdo de proteinas € muito conhecida por ser realizada em
células de procariontes, em particular de Escherichia coli (Morganti e col.,
1998; Oliveira e col., 1999; Menezes e col., 2017). Porém com o0 avanco das
tecnologias e a dinamica das ciéncias outras perspectivas e metodologias
foram alcancadas. A importancia desse acontecimento nos leva a reforcar a
complexidade das proteinas e suas modificacbes apos a traducdo. Por
exemplo, as proteinas podem ser modificadas por enovelamento, glicosilacao,
fosforilacdo e outros processos. Essas modificacdes podem afetar a estrutura,
funcao e estabilidade das proteinas. Apenas as células de mamiferos possuem
mecanismos e etapas de enovelamento e glicosilacdo completos. Isso ocorre
porque a organizacdo celular de mamiferos é bem distinta da organizacao

celular de outros organismos.

Dessa forma, a transicdo para a expressao em células eucariontes foi
gradativa. Hoje em dia, as mais usadas para transfeccdo e cultivo sdo as de
ovario de hamster chinés (CHO), sendo a principal e mais utilizada, e as de rim
de embrido humano (HEK293) (Graham e col., 1977, Geisse & Voedisch, 2012;
Jain e col., 2017). Outras células de mamiferos utilizadas para este fim
englobam células humanas de fibrossarcoma (HT-1080), células de mieloma

murino (NSO) e fibroblastos renais de hamster bebé (BHK).

O uso das células CHO no CEBIO teve inicio em 2000 com a produc¢ao
da prolactina humana (hPRL) (Soares e col., 2000) ap6s essa proteina ja ter
sido expressa também em Escherichia coli (Morganti e col.,, 1998). Pouco

tempo depois foi realizada a sintese do hormdnio heterodimérico TSH humano
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(hTSH) (Peroni e col.,, 2002). Por outro lado, as células HEK293 foram
utilizadas no centro no inicio de 2017. Com isso, foi realizada a expresséo de
proteinas recombinantes: hormonio foliculo estimulante agFSH de pirarucu
(Arapaima gigas) em suspensdo (Sevilhano e col., 2017), hTSH em células
aderidas (Sant'/Ana e col.,, 2018) e hPRL em células aderidas (Silva e col.,
2018).

A expressdo de proteina em células eucariontes se inicia nos
ribossomos livres e tem como destino o reticulo endoplasmatico (RE). O inicio
da tradugdo do RNA mensageiro (MRNA) com o peptideo sinal (que faz o
direcionamento da proteina), até que o ribossomo adere ao RE e dissocia, para
reciclar a organela e finalizar a traduc&o. E no RE onde os principais processos
pos-traducionais ocorrem e constatam as atribuicbes singulares da proteina
(Nelson & Cox, 2018). As modificagbes pos-traducionais (MPTSs) sao resultados
muito importantes do processo de finalizacdo da sintese proteica, podendo
acontecer fosforilagdo, metilacéo, acetilacéo, glicosilacdo, formacéo de pontes
dissulfeto, ubiquitinacdo, hidroxilacdo, acilacdo, sulfatacdo, lipidacdo e
sumoilacdo (Mann & Jensen, 2003; Alberts e col., 2010; Wilkinson & Henley,
2010).

Com o término da producdo de proteina, ndo podemos esquecer das
etapas de purificacdo e caracterizacdo das mesmas, que ganhou muita
relevancia nos trabalhos publicados, com a determinacdo por cromatografia de
fase reversa, purificacdo, caracterizacdo de N-glicanos e determinacdo da
atividade biologica dos horménios produzidos por células de mamiferos
(Oliveira e col., 2003; Mendonca e col., 2005; Oliveira e col., 2008; Heller e col.,
2010).

3.7.2. Ensaios in vivo

Outra experiéncia que o CEBIO possui é com 0s ensaios in Vivo,
principalmente no campo da terapia génica, onde se utiliza vetores plasmidiais
para inserir 0 gene de interesse no organismo (Oliveira e col., 2010; Higuti e
col., 2012; Cecchi e col., 2014; Cecchi e col., 2017; Lima e col., 2020; Jesus,
2020).
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Os plasmideos sao moléculas de DNA circulares extracromossomais de
organismos procariontes, desenvolvidos na década de 70, através da
metodologia de DNA recombinante, designados para se replicar de maneira
autdbnoma e se propagar entre bactérias por reproducédo conjugada (Malajovich,
2016). Isso permitiu 0 mapeamento do cDNA e clonagem da primeira proteina
recombinante, o GH (Malajovich, 2016).

Com a associacdo da administracdo do DNA plasmidial e a técnica de
eletroporacao (que permite a abertura dos poros na membrana celular, para o
DNA plasmidial entrar na célula e chegar no nucleo) (Cervia e col., 2018),
foram obtidos resultados de niveis sustentaveis e prolongados tanto do hGH
guanto do mGH no plasma de camundongos andes imunodeficientes (lit/scid) e
andes (lit/lit), e melhoras fenotipicas (Oliveira e col., 2010; Higuti e col., 2012;
Cecchi e col., 2014; Cecchi e col., 2017; Lima e col., 2020). Além disso, foram
realizados estudos com a utilizagdo da técnica de injecdo intraperitoneal de
proteinas recombinantes, por exemplo o rec-hGH, em bioensaios (Bellini &
Bartolini, 1993; Bellini e col., 2003).

Podemos ressaltar também os estudos realizados com os camundongos
andes (lit/lit), imunocompetentes, muito utilizados pelo grupo. Sé&o
camundongos C57BL/6J obtidos por Clarence Little em 1921, que possuem
uma mutacao que confere o nanismo, mimetizando a deficiéncia de horménio
de crescimento humano, sendo um modelo muito utilizado para avaliar a
poténcia biolégica do GH (Bellini & Bartolini, 1993; Oliveira e col., 2010; Higuti e
col., 2012; Cecchi e col., 2014; Cecchi e col., 2017; Lima e col., 2020).

3.7.3. Radiomarcacao

A radiomarcacao € outra técnica conhecida pelo grupo de pesquisa do
CEBIO, e que recentemente também estd relacionada a uma parceria do
CEBIO com o Centro de Radiofarmacia do IPEN. Foram realizadas publicacdes
de radioiodacdo e de radioimunoensaio (Ribela e col.,, 1993), e testes da
influéncia da cloramina T (CLT) (Bartolini & Ribela, 1986), ambos utilizando
hGH.
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Na técnica de radiomarcacdo de GH com 2°|, que foi desenvolvida em
1963, ocorre a incorporagdo do iodo radioativo na molécula da proteina por
substituicdo eletrolitica e a iododeprotonacédo de anéis arométicos dos residuos
de tirosina, sendo que o GH possui oito desses residuos (Figura 15)
(Vaidyanathan & Zalutsky, 2019).

Figura 15: llustracdo da sequéncia completa de aminoacidos da molécula de hGH, com todos

os residuos de tirosina circundados em vermelho.
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Fonte: Adaptado de Li e col., 1969.

A cloramina T (CLT) é um sal sédico de N-clorotoluenosulfonamida, e é
muito usada como agente oxidante na reacdo de radiomarcacdo, para
converter o iodeto de sodio presente no iodo em uma forma eletropositiva, e
assim liberar o iodo diatdmico do sodio. Por outro lado, o metabissulfito de
sodio (Na2S20s) é adicionado na reacdo para parar a reacdo, reduzir a sobra

de CLT e transformar o l2em I-, na molécula (Figura 16) (Yamada e col., 2000).
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Figura 16: llustracdo da radioiodacdo com iodeto de sédio (Na*3ll) e a introducao dos atomos
de 131 no residuo de tirosina, no anel aromatico de hidroxila, provocando uma troca eletrolitica
por oxidacédo da CLT.
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Fonte: Andrews e col., 1992.

Além disso, pesquisa do CEBIO mostrou que a radioiodacdo de até 2,7
atomos/molécula ndo compromete de forma significativa a atividade
imunolégica e biolégica do GH (Bartolini & Ribela, 1986). Também foi
evidenciado que o Na>S20s ndo provoca o efeito de agregacéo, indicando que
a CLT é a principal responsavel pela modificacdo da molécula, no sentido da
modificacdo do peso molecular e na perda da atividade imunologica e
biologica, porém vale ressaltar que o GH se mostrou estavel na reagcdo com
CLT (Krohn e col., 1972; Bartolini & Ribela, 1986).

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Plasmideos pcDNA 3.4-TOPO-mGH e 3.4- TOPO-G118R-mGH

4.1.1. Construcéo dos plasmideos pcDNA 3.4-TOPO-mGH e G118R-
mGH

Foi construido um vetor para a expressdo do mGH e outro para o
G118R-mGH. Nessas construcfes foram inseridos no pcDNA 3.4-TOPO
(Invitrogen®) o cDNA referente as proteinas de interesse, incluindo a sequéncia
correspondente ao peptideo sinal original, com 26 aminoacidos (aa). O cDNA
correspondente ao mGH foi sintetizado por reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), com o protocolo de REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma-
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Aldrich, St. Louis, MO, EUA), adicionando a sequéncia de Kozak (G/A)INNATG,
em seguida a sequéncia do peptideo sinal, o cDNA correspondente e o cédon
de parada (TAG).

Os primers utilizados foram:

Forward mGH: 5 GCA ATG GCT ACA GAC TCT CGG ACC 3
Reverse mGH: 5 CTA GAA GGC ACA GCT GCT TTC CAC 3’

As condicbes do termociclador (iCycler Thermal Cycler 2x48 PCR
Machine, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) foram: 25 ciclos;
desnaturacdo a 94 °C (1 min); anelamento a 63 °C (2 min); extensédo a 72 °C (3

min).

Foi utilizado como molde o vetor pcDNA 3.1 contendo o cDNA do mGH,
gentilmente doado pelo grupo de Terapia Génica do Centro de Biotecnologia,

coordenado pela Dra. Cibele Nunes Peroni.

O fragmento de PCR foi purificado do gel de agarose e a reagcdo com o
vetor pcDNA 3.4-TOPO (Invitrogen®) (Figura 17) foi realizada segundo as

instrucdes do fabricante.

Figura 17: llustragdo do mapa do vetor pcDNA 3.4-TOPO (Invitrogen®). Na imagem est&o
destacadas suas respectivas regides: AmpR: resisténcia ao antibiético ampicilina; CMV
promoter:; promotor de citomegalovirus; MCS: sitio multiplo de clonagem (local em que insere o
gene de interesse), e séo indicadas também as enzimas de restricdo que séo utilizadas para
clonagem; WPRE: elemento regulatério pés-traducional de virus de hepatite WoodChuck; F1
ori: origem de replicacdo de fago; SV40 promoter: regido promotora de virus vacuolante simio
40; NeoR/KanR: resisténcia aos antibidticos neomicina e kanamicina; Ori: origem de

replicacéo.
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Fonte: GenScript Biotech (Piscataway, NJ, EUA).

Os sequenciamentos obtidos das nossas construcbes foram
comparados com a sequéncia de cDNA do NCBI, Mus musculus Growth
Hormone (GenBank Accession number: NM_008117.3).

No caso do G118R-mGH, o plasmideo pcDNA 3.4-TOPO (Invitrogen®)
foi adquirido ja com a sequéncia de mGH modificada (GenScript, FastBio, SP),
ou seja, com o coédon 118 para a glicina “GGC” substituido pelo cédon da

arginina “CGC”.

4.1.2. Transformacdo de bactérias Escherichia coli DH5a com o
plasmideo pcDNA 3.4-mGH ou pcDNA 3.4-G118R-mGH

Para realizar a transformacdo das bactérias Escherichia coli DH5a
guimicamente competentes pelo método de choque térmico foram utilizados
100 ng de plasmideo em tubos de 1,5 mL. A reacao foi submetida a incubacfes
alternadas: 30 minutos no gelo, 2 minutos a 37 °C, e 2 minutos no gelo. Em
seguida foram adicionados 800 pL de meio LB (Luria-Bertani), submetidos a
agitacdo de 200 rpm, a 37 °C, por 1 hora. ApGs este periodo, as bactérias
foram semeadas em placa de Petri, previamente preparadas com meio luria-
bertani (LB), 4gar e ampicilina 0,1 mg/mL. Apés incubacdo de 16-18h em

estufa a 37 °C, foram observadas véarias colbnias.
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Para obtencéo dos plasmideos em grande quantidade e pureza para a
transfeccdo das células HEK293F foram realizados trés midipreps seguindo o
protocolo de purificacdo do produto comercial NucleoBond Xtra Midi
(Macherey-Nagel, Duren, Nordrhein-Westfalen, Alemanha). O protocolo
consiste no inéculo de uma colbnia isolada em 100 mL de meio LB com
ampicilina, em agitacdo a 150 rpm, a 37 °C, para crescimento overnight.

Os plasmideos foram quantificados por espectrofotometria no
equipamento NanoDrop 2000. Apés calibrar o equipamento com agua Milli-Q
autoclavada, foi aplicado um microlitro da amostra (volume total = 100 pL),
determinada a concentracdo em ng/uL, e a razdo de pureza (A260/280), ou
seja, quanto maior a absorbancia a 260 nm (A260) em relacdo a absorbancia a
280 nm (A280), maior € a quantidade de DNA em relacdo a proteina

contaminante presente na amostra, devendo estar entre 1,8 e 2,0.

4.2. Producdo de mGH e G118R-mGH em células HEK293F
4.2.1. Transfeccéo transiente em células HEK293F

Foi utilizada cultura de células de rim de embrido humano (HEK293F)
em suspensao, em meio Expi293, sem antibiotico, com incubacédo a 37 °C, 8%
CO. e agitacdo orbital de 130 rpm. Para a realizagdo da transfecgéo, foi
utilizado 30 mL de suspenséao celular na concentragdo de 2,5 x 10° células/mL
e viabilidade igual ou superior a 95%, determinadas na camara de Neubauer,
utilizando azul de tripan. A cultura foi mantida em Erlenmeyer com capacidade
para 125 mL com tampa de filtro EPA. Foram adicionados 30 ug do plasmideo
e todos os reagentes do kit de transfeccdo (Expifectamine, enhancer 1 e 2)

seguindo o protocolo do fabricante (Thermo Fisher Scientific).

4.2.2. Andlise da producédo de mGH e G118R-mGH por SDS-PAGE e
Western Blotting

Foram realizadas andlises do meio condicionado e das fracbes
resultantes das etapas de purificagdo das proteinas mediante eletroforese em
gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) com gel de
separacao a 15% de poliacrilamida e gel de empilhamento a 3%, em condigao
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nao-reduzida e reduzida (Laemmli, 1970, Maniatis e col.,, 1989). Para a
revelacdo foi utilizado Coomassie Brilliant Blue G-250 ou nitrato de prata
(Soares e col., 2000).

Para a realizacdo do Western Blotting, foi seguida basicamente a técnica
de transferéncia semiseca, utilizando-se o anticorpo policlonal anti-GH (1:1000)
produzido em coelho e como anticorpo secundario, soro de cabra anti-lgG de
coelho policlonal conjugado com HRP (1:10.000) (Signalway Antibody LLC). A
revelacao foi realizada utilizando-se Luminol (Millipore®) e fotodocumentador.

4.3. Caracterizacéao e purificagcdo do mGH e G118R-mGH

O mGH e G118R-mGH secretados no meio condicionado, sem soro,
foram purificados utilizando técnicas cromatograficas de troca ibnica ja
utilizados para purificar hGH e G120R-hGH (Oliveira e col., 1999, Menezes e
col., 2017). A resina Q-Sepharose Fast Flow empacotada em coluna de vidro
foi acoplada ao sistema “AKTA Purifier” (General Electric), em unidade de
absorbancia no comprimento de onda de 280 nm. As fragbes eluidas foram
analisadas por SDS-PAGE e Western Blotting. As fragdes que confirmaram a
presenca da proteina de interesse foram coletadas e analisadas por
cromatografia liquida de alto desempenho por exclusdo molecular (HPSEC)
para quantificacdo e determinacdo da pureza do material, por absorbancia

medida no comprimento de onda de 220 nm.

Além disso, foi realizada a troca de tampéao, através de centrifugacédo em
tubos de filtragcdo com poros de 3 kDa (Amicon), de solugao Tris-HCI pH 7,4 por

solugao salina (NaCl 9%), para uso no bioensaio.

Ainda no contexto de caracterizagcado, as amostras foram dessalinizadas
e envidas em uma concentracao de 1 pg/uL, para analisar por espectrometria
de massa (MALDI-TOF), técnica que usa a ionizagcao para determinar a massa
molecular da proteina. A matriz utilizada foi HCCA, em uma concentracao de 10
mg/mL em meio de acetonitrila: agua (50%) acidificada com 0,1% de &cido
trifluoroacético (TFA). Parametro utilizado: Positivo linear; Faixa de Massa de

Aquisicdo(m/z):1000-45.000 Da; Numero de Pulsos do Laser: 500; Frequéncia
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do Laser (Laser Repetition Rate): 500Hz; lon Source Voltage 1 kV: 19,5; lon
Source Voltage2 k V: 17,95.

4.4. Bioensaio para avaliar atividade do mGH e G118R-mGH
Para o bioensaio foi utilizado o modelo de bioensaio com camundongos

andes lit/lit, ja bem estabelecido no CEBIO (Lima e col., 2020).

4.4.1. Camundongos andes

Utilizamos nesse estudo, camundongos C57BL/6J e camundongos
andes lit/lit, adquiridos da The Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, EUA). Os
camundongos C57BL/6J, isogénicos, foram utilizados como controle positivo de
crescimento por constituirem o background dos lit/lit. Os camundongos andes
lit/lit foram utilizados por ser um modelo biolégico que mimetiza um tipo de
deficiéncia de hormonio de crescimento em humanos. Os animais foram
mantidos no biotério do CEBIO em ciclo claro/escuro de 12h/12h, temperatura
controlada de 22 = 1 °C e racao para roedores a vontade. O projeto foi
aprovado pela CEUA do IPEN, numero 20/22.

4.4.2. Genotipagem dos camundongos nascidos de fémeas

heterozigotas e machos andes

Todos os animais foram submetidos a genotipagem em torno de 2-3
semanas de vida para determinar se eram homozigotos, anfes ou
heterozigotos (Figura 18). Foram coletadas amostras da orelha dos animais
para extracdo de DNA, utilizando REDExtract-N-Amp™ Tissue PCR da Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, EUA), seguindo instru¢des do fabricante. A reacao de
PCR foi realizada conforme protocolo utilizado pelo The Jackson Laboratory
(Bar Harbor, ME, EUA). Todas as reacbes de PCR, com quantidades
padronizadas do REDTag® ReadyMix™ PCR Reaction Mix (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA).

Figura 18: llustracdo da comparagdo do tamanho corporal entre um camundongo anao (lit/lit)

(10g) e um camundongo heterozigoto (259).
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Camundongo heterozigoto
(C57BL/BJ)

Camundongo lit/lit

Fonte: autor da dissertacédo

Sequéncia dos primers:

Forward: TCAGAATCTCCTCCCTCATAGGT
Reverse: CTGTGTCTGAGCCGAAGTGA (TCACTTCGGCTCAGACACAG)

As condicbes do termociclador (iCycler Thermal Cycler 2x48 PCR
Machine, Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, EUA) foram: 40 ciclos;
desnaturacdo a 94 °C (30 s); anelamento a 58 °C (30 s); extenséo a 72 °C (1

min).

Apés a amplificacdo do DNA, a enzima de restricdo BseG1 (Anza™) foi
adicionada nas amostras (Buffer White da Thermo, enzima Fast), e incubadas
a 37 °C por 5 minutos. Em seguida, foram submetidas imediatamente a corrida
eletroforética em gel de agarose 3% em tampédo TAE 1X (Tris-Acetato-EDTA),

corado com brometo de etidio e fotodocumentado em luz ultravioleta.

4.4.3. Aplicacdo de mGH e G118R-mGH nos camundongos

Camundongos com 22-30 dias de idade foram marcados na orelha para
que cada animal pudesse ser monitorado. Foram analisados cinco grupos: (1)
controle lit/lit salina, (2) controle hGH, (3) lit/lit mGH, (4) lit/lit G118R-mGH e (5)
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controle de peso heterozigoto. E importante ressaltar que os ensaios dos
grupos hGH, mGH e G118R-mGH foram realizados em momentos diferentes,

porém nos trés momentos tinham os grupos controle lit/lit salina e heterozigoto.

Camundongos controle lit/lit salina, inicialmente foram pesados durante
dez dias, para obter um controle de peso, a partir do décimo primeiro dia
receberam injecéo intraperitoneal de solugéo salina (0,1 mL), diariamente, em
uma Unica aplicacao por dia, por um periodo de 10 dias. Cada animal teve o
peso monitorado durante o tratamento, sendo eutanasiados duas horas apés a
injecao final.

Nas mesmas condicdes, o grupo controle hGH recebeu uma dose diaria
de 10 pg com solucéo salina (totalizando 0,1 mL), em uma Unica aplicacao por
dia, para avaliar se a proteina promoveu crescimento. Cada animal teve o peso
monitorado durante o tratamento e eutanasiados duas horas apos a injecao
final. O grupo hGH, possuiu n = 3; controle lit/lit salina, possuiu n = 3;

heterozigoto, possuiu n = 5.

Os grupos lit/lit mGH e lit/lit G118R-mGH, separadamente, também nas
mesmas condicdes, receberam uma dose diaria de 10 pg, de cada grupo, com
solucédo salina (totalizando 0,1 mL), em uma Unica aplicacdo por dia, para
avaliacdo da acdo das proteinas e foram eutanasiados duas horas apos a
injecéo final. O grupo mGH, possuiu n = 4; controle lit/lit salina, possuiu n = 4;
heterozigoto, possuiu n = 6. No caso do grupo G118R-mGH, possuiu n = 6;

controle lit/lit salina, possuiu n = 5; heterozigoto, possuiu n = 9.

No caso do grupo heterozigoto C57BL/6J, também foi monitorado o peso
de cada animal diariamente, nesse caso ndo ocorreram injecdes, durante todo
o tratamento dos outros grupos, para um controle de crescimento, e foram

eutanasiados junto com os demais grupos.

Para analise de graficos e estatisticas, foi utilizado o software Prisma
(versdo 8.0.2, 263, GraphPad Prism Software Inc., Jolla, CA, EUA), com o
meétodo nao-linear, usando a formula polinomial quadratica de segunda ordem:
Y=BO0 + B1X - B2X2.
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4.5. Radiomarcacdo com 23| e 13}

O mGH e o G118R-mGH foram marcados com 3| para estudo de
imagem e biodistribuicdo, e com 23| para estudo do transporte do mGH e
G118R-mGH para o cérebro em diferentes tempos, pelo método de Cloramina
T (CLT) (Burdon e col., 1990), em parceria com o Centro de Radiofarmacia do
IPEN. Na padronizacdo da radiomarcagéo foram utilizados 50 ug de mGH e
G118R-mGH em 50 pL de solugao tampéo fosfato salina (PBS, pH 7,4) e 37
MBq de Na'*!l e Na'?3l. Para iniciar o processo de oxidacéo, foram adicionados
50 pug de CLT e incubacdo sob agitacdo orbital por 45 minutos. Para
interromper a reagdo, foram adicionados 100 pg de metabissulfito de sédio
(Na2S20s).

4.5.1. Estudo de estabilidade da marcagdo com iodo (in vitro)

A estabilidade da marcacdo foi realizada na marcacéo do 3I-mGH e
1311.G118R-mGH. Para isso, foram realizadas quatro marcacbes de cada
proteina (totalizando oito amostras), e cada uma foi diluida em 500 pL de soro
fetal bovino. Nos tempos de 1, 3, 6 e 24 horas ap0s a marcacdo, foram
utilizados 15 pL de cada amostra para analisar a pureza radioquimica, pela
técnica de cromatografia em papel ascendente, usando suporte de fitas iTLC
Aluminium Sheets com metanol 85% (fase mével). Em seguida a radioatividade
foi medida por tomografia computadorizada por emissdo de féton Unico
(SPECT) e o fator de retencéo, Rf, do produto marcado foi indicado como 0 e o

iodo livre 1 ou foi medido utilizando um contador de raios gama.

4.5.2. Impactos da cloramina T no mGH e G118R-mGH

Para analisar se a reacdo de oxidacdo da CLT formou agregados e/ou
formas diméricas no mGH e G118R-mGH, foram realizadas reacdes em
condi¢cBes similares a marcacéo, 50 ug de mGH e G118R-mGH em 50 L de
solucéo tampéo fosfato salina (PBS, pH 7,4), foram adicionados 50 pg de CLT
e incubacdo sob agitacdo orbital por 45 minutos, e finalizando a reacdo com
100 pg de metabissulfito de sodio (Na2S20s), porém sem o uso do radioisotopo

de iodo. Logo depois, as amostras foram analisadas por HPSEC, por
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absorbancia medida no comprimento de onda de 220 nm, e no gel de SDS-
PAGE em condi¢do ndo-reduzida e reduzida.

4.5.3. Ensaio de biodistribuicdo em camundongos C57BL/6J

Foi injetada, via intraperitoneal, solucdo salina com 3-mGH ou 13-
G118R-mGH em camundongos C57BL/6J, com atividade de 0,12 MBq e 0,16
Mg de horménio por camundongo. Foram usados quatro animais, sendo dois
para cada proteina. Apés 45 minutos os animais foram eutanasiados. Foram
coletadas amostras do sangue, pelo plexo orbital (75 pL) e os seguintes 6rgaos
foram dissecados (figado, coracdo, pulmdes, bago, musculo (gastrocnémio),
osso (fémur), estbmago, intestinos, pancreas, rins, bexiga e cérebro), e em
seguida foram pesados e a atividade radioativa foi medida no contador de raios

gama.

Para analise de graficos e estatisticas, foi utilizado o software Prisma
(versdo 8.0.2, 263, GraphPad Prism Software Inc., Jolla, CA, EUA), pela
analise de variancia “two way ANOVA”. Os dados foram calculados usando a
porcentagem de dose injetada por grama de tecido (%ID/g). A razdo entre
tecido/sangue foi obtida pela divisdo da atividade do tecido (%ID/g) pela

atividade do sangue (%ID/g).

4.5.4. Avaliacdo da passagem do mGH e G118R-mGH pela BHE por

SPECT-CT

Foi injetada, via intraperitoneal, solucdo salina com ?3|-mGH ou *%3|-
G118R-mGH em camundongos C57BL/6J, com atividade de 37 MBq, e 50 ug
de hormonio por camundongo. A eutanésia foi realizada nos tempos de 2,5 e
10 minutos apds a injecdo, e foram colocadas apenas as cabecas na camara
de escaneamento. As imagens foram obtidas ap6s 1 hora. A avaliacdo da
passagem ou ndo do hormdnio através da barreira hematoencefalica, bem
como a sua localizacédo nas regifes anatdomicas do cérebro, foram avaliadas
por tomografia computadorizada de emissdo de foton Gnico - tomografia
computadorizada (SPECT-CT), analisado no microPET (Albira), em parceria

com o Centro de Radiofarméacia do IPEN. Faz parte de uma pesquisa em
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andamento sobre a influéncia dos receptores de GH na passagem desse
horménio através da BHE.

Para analise de gréficos e estatisticas, foi utilizado o software Prisma
(versdo 8.0.2, 263, GraphPad Prism Software Inc., Jolla, CA, EUA), pela

analise de variancia “two way ANOVA”.

5. RESULTADOS

5.1. Plasmideos pcDNA 3.4- TOPO-mGH e 3.4-TOPO-G118R- mGH

5.1.1. Construcao dos primers e plasmideo pcDNA 3.4- TOPO- mGH
e 3.4- TOPO- G118R-mGH

Inicialmente, para realizar a construcdo dos primers foi necessario
analisar a proteina (mMRNA), da sequéncia do mGH ja conhecida e depositada
no NCBI, Mus musculus Growth Hormone mRNA (GenBank Accession number:
NM_008117.3), e assim obter a sequéncia codificadora (CDS) incluindo o
peptideo sinal.

Para o desenho dos primers, tanto do sense quanto do antisense, foi
utilizado o site Integrated DNA Technologies (IDT), SciTools™ Web Tools, para
fazer os testes das sequéncias, observando o tamanho, a temperatura de
anelamento, analisar a possibilidade de formar estruturas secundarias como o
hairpin. Logo apds, foi solicitada a sintese dos mesmos na empresa Exxtend

Solucdo em Oligos (Paulinia, SP).

Com isso, foi obtido o mGH do plasmideo pcDNA 3.1 por PCR (Figura
19), com a presenca do fragmento de 651 pares de base (pb), utilizando os
primers sense mGH: 5 GCA ATG GCT ACA GAC TCT CGG ACC 3 e
antisense mGH: 5 CTA GAA GGC ACA GCT GCT TTC CAC 3.

Figura 19: Foto do gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio, apés eletroforese com
amostra do PCR do plasmideo pcDNA 3.1-mGH. (1) marcador de peso molecular de 100 pb;
(2) amostra com PCR pcDNA 3.1-mGH com primer forward 5 TGCTTGGCAATGGCTACA 3’ e
reverse 5 CTGGTGAGTGGCTAGAAG 3, resultando em fragmento de 700 pb. (3) amostra
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com PCR do pcDNA 3.1-mGH com os primers forward 5° GCA ATG GCT ACA GAC TCT CGG
ACC 3’ e reverse 5" CTA GAA GGC ACA GCT GCT TTC CAC 3, resultando em fragmento de
651 pb. A seta branca indica o fragmento utilizado para constru¢do do plasmideo pcDNA 3.4
TOPO-mGH.

1000bp--
900bp--
800bp--
700bp--
600bp--
500bp--
400bp--

300bp--
200bp--
100bp--

Fonte: autor da dissertacéo

Foi extraido o fragmento de 651pb, e realizada a purificacdo do DNA do
gel de agarose (Cellco Biotec®) segundo as instrugbes do fabricante,
resultando em uma concentracdo de 0,025 pg/uL. Essa amostra foi
sequenciada na Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp), e a sequéncia
obtida foi comparada com a depositada no NCBI, Mus musculus Growth
Hormone mRNA (GenBank Accession number: NM_008117.3) (Figura 20).

Figura 20: Sequenciamento do mGH realizado na Universidade Federal de S&do Paulo
(Unifesp), e comparag¢é@o com a sequéncia ja conhecida e estabelecida no NCBI, Mus musculus
Growth Hormone mRNA (GenBank Accession number: NM_008117.3). Est4 sendo indicado
em amarelo o inicio do peptideo sinal ATG e o stop cédon TAG, e em azul a regido que ira
sofrer a mutacao para o antagonista.
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GCCTIGCICIG GCCTCRAGGAG GCTAGIGCTT TTCCCGCCAT GCCCTTGICC
GCCTGCICTIG GCCTCRGGAG GCTAGTIGCTT TTCCCGECCAT GCCCTTGICC
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AGTCTGTITIT CTAATGCIGT GCTCCGAGCC CAGCACCIGC ACCAGCIGEC
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TGCTGRCACC TACARAGAGT TCGAGCGIGC CTACATICCC GAGGGACAGC

TGCTGRCACC TACARRGAGT TCGAGCGEIGC CTARCATICCC GAGEGACAGC
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210 220 230 240 250
GCTATTCCAT TCAGARTGCC CAGGCTIECTT TCTIGCTICIC AGRGACCATC
GCTATTCCAT TCAGARRTGCC CAGGCTIECTT TCTIGCTICIC AGRGACCATC

260 270 280 290 300
CCGGCCCCCR CAGGCRAGGR GGAGGCCCAG CAGRGRACCG ACATGGRATT
CCGGCCCCCR CAGGCRAGGR GGAGGCCCAG CAGRAGRACCG ACATGGARRTT
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TCCICAGCAG GATTTICACC RARCAGCCIGA TGITCGGCAC CTCGGRCCGT
TCCICAGCAG GATTTTICACC RARCAGCCTIGA TGITICGGCAC CTCGGRCCGT

susalas

S Y I R I A T [ e

410 420 430 440 450
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GGAGCTIGGAR GATGGCAGCC CCCGIGITGE GCAGATCCIC ARGCARARCCT
GGAGCIGGAR GATGGCAGCC CCCGIGITGG GCRGATCCIC ARGCARRCCT
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ATGACARGTT TGACGCCAAC ATGCGCAGCGE ACGACGUGCT GUICARARAC
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CCTGCGGGTC ATGAAGTGIC GCCGCITIGT GERAARGCAGC TGIGCCTICT
CCTGCEGRTC ATGAAGTGIC GCCGCITIGT GERARGCRGC TEIGCCTICT

Fonte: autor da dissertacao
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Com a confirmacdo da sequéncia correta, o fragmento purificado foi
inserido no pcDNA 3.4-TOPO (Invitrogen®). No caso do G118R-mGH, foi
realizada a compra do plasmideo j& com a sequéncia de mGH modificada, ou
seja, com o0 codon para a glicina “GGC” que foi substituido pelo cédon da
arginina “CGC”, correspondente ao aminoacido na posigdo 118 da proteina

madura.

5.1.2. Transformacdo de bactérias competentes Escherichia coli
DH5a

ApO6s o0 processo de construgdo do plasmideo, foi realizada a
transformacdo de bactérias competentes E. coli DH5a, para producdo do
plasmideo, com o objetivo de obter uma quantidade da ordem de 300 pg para
cada plasmideo, suficiente para 10 transfeccgoes.

Apos a incubagdo em meio LB com ampicilina, fizemos testes de PCR
para confirmacao da presenca do pcDNA 3.4-TOPO-mGH (Figura 21 e 22).

Na figura 21 é possivel observar o fragmento com 908 pb obtido por
PCR com os primers do kit do pcDNA 3.4-TOPO, como esperado. Porém nao
era possivel afirmar se estava na orientacdo correta.

Na figura 22 observamos o resultado do PCR utilizando o primer forward
do kit do pcDNA 3.4-TOPO e o primer reverse do mGH. Na orientacdo correta

€ esperado obter um fragmento de 808 pb, como de fato ocorreu.

Figura 21: Foto da eletroforese do gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio, com
amostras apés PCR realizado com o kit do pcDNA 3.4-TOPO para confirmac¢éo da presenca do
mGH. (1) marcador de massa molecular de 100 pb; (2) controle positivo do kit com fragmento
de 500 pb; (3) amostra do PCR com pcDNA 3.4 G118R-mGH, controle positivo, com 908 pb;
(4), (5) e (6) PCR de trés coldnias 908 pb; (7) amostra com PCR do pcDNA 3.1-mGH, como

controle negativo; (8) marcador de massa molecular de 10.000 pb.
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Fonte: autor da dissertacédo

Figura 22: Foto do gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio, com amostras do PCR
realizado com o primer forward do kit do pcDNA 3.4-TOPO e o primer reverse do mGH, para
confirmar a orientacdo correta do mGH. (1) marcador de massa molecular de 100 pb; (2) PCR
de uma colbnia com os primers do kit do pcDNA 3.4 TOPO, 908 pb; (3) e (4) duas coldnias do
G118R-mGH, controle positivo, 808 pb; (5), (6) e (7) trés colbnias pcDNA 3.4 TOPO-mGH, 808

pb; (8) marcador de massa molecular de 10.000 pb.
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Fonte: autor da dissertacédo

Além da confirmacédo pelo tamanho do fragmento obtido por PCR, o0s
plasmideos das col6onias pcDNA 3.4 TOPO-mGH e pcDNA 3.4 TOPO-G118R-
mGH foram sequenciados na Unifesp com o primer reverse do kit pcDNA 3.4
TOPO: 5 CAA CAT AGT TAA GAA TAC CAG TC 3’ (Figura 23A e B,

respectivamente).

Figura 23: Sequenciamento realizado na Universidade Federal de Sao Paulo (Unifesp), em
comparacdo com a sequéncia j4 conhecida e estabelecida no NCBI, Mus musculus Growth
Hormone mRNA (GenBank Accession number: NM_008117.3). (A) mGH, sublinhado em azul o
coédon para Glicina “GGC” na posi¢cdo 118 da proteina madura; (B) G118R-mGH, sublinhado
em verde o cédon da Arginina “CGC” na posi¢do 118 indicando a mutag&o. O inicio e final do
cDNA estdo em amarelo.
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Fonte: autor da dissertacao
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Fonte: autor da dissertacao

Com a confirmagdo do plasmideo pcDNA 3.4 TOPO-mGH, foram
realizadas trés midipreps, que foram, no final do processo, ressuspendidas em

100 uL de volume de agua ultrapura. A concentracdo de G118R-mGH foi de
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754,1 ng/uL e de mGH foi de 3623,8 ng/uL, com razdo A260/280 de 1,89 e
1,90, respectivamente. Como s&o utilizados 30 pg de plasmideo por
transfeccdo por frasco de 30 mL de meio de cultura contendo as células
HEK293F, na concentracdo de 2,5 x 10° células/mL, as quantidades obtidas de
plasmideos foram suficientes para transfectar 2,5 frascos para G118R-mGH e
12 frascos para mGH. No caso do G118R-mGH foi necessaria realizar essa

etapa trés vezes.

5.2. Producédo de mGH e G118R-mGH em células HEK293F

Apés a transfeccéo transiente, usando 30 ug do plasmideo e 30 mL de
suspensdo de HEK293F, foram coletados 1 mL de meio condicionado da
transfeccdo, diariamente, do dia 1 ao dia 7, todos os dias. Para determinar o
melhor dia de producdo dos hormonios, realizamos a eletroforese em gel de
poliacrilamida 15% (SDS-PAGE). A figura 24A representa a producdo de mGH,
e a figura 24B a producédo do G118R-mGH. A massa molecular dessa proteina
€ de 21,8 kDa, e utilizamos como padrdo o horménio de crescimento humano
(hGH), com peso molecular de 22 kDa.

Figura 24: Foto da analise por eletroforese em gel de poliacrilamida 15%, ndo reduzido,
referente a producdo em células HEK293F. (A) producdo do mGH: (1) marcador de massa
molecular, (2) hGH 1 ug; (3) a (9) amostras de mGH dos dias 1 a 7. A seta branca indica o
quarto dia de producéo. (B) (1) marcador de massa molecular, (2) hGH 1 pg; (3) a (9) amostras
de G118R-mGH dos dias 1 a 7. A seta branca indica o quarto dia de producéo.
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Fonte: autor da dissertacao
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No Western Blotting da Figura 25, é possivel confirmar que no quarto dia

foi obtida a produgcdo maxima.

Figura 25: Western Blotting das amostras do meio condicionado HEK293F. (1) marcador de
massa molecular, (2) hGH 100 ng, (3) e (4), amostras dos dias 4 e 5 da producéo do mGH; (5)
e (6) amostras dos dias 4 e 5 da producdo do G118R-mGH; (7), controle negativo de

transfeccao.

Fonte: autor da dissertacao

Apoés a definicdo do melhor dia de producéo, foram realizadas trés
producdes de 30 mL para o mGH e seis produgdes de 30 mL para o G118R-
mGH, visando obter material para a purificacdo, caracterizacdo e analises

fisico-quimicas.

5.3. Purificagéo e caracterizacdo do mGH e G118R-mGH

Antes da purificagdo foi realizada uma dialise das amostras, com o

tampéo Tris — HCI 0,05M pH 8,5 (tampéao A), para fazer uma limpeza inicial do
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meio coletado. Foram realizadas 3 trocas desse mesmo tampé&o, com duracao

total de 16 horas.

5.3.1. Purificagado utilizando técnica cromatogréafica de troca i6nica
do mGH e G118R-mGH

Na coluna com resina Q-Sepharose Fast Flow (Figura 26A e B),
empacotada em coluna de vidro e acoplada ao sistema “AKTA Purifier”
(General Electric), foi utilizado o tampéao Tris —HCI 0,05 M pH 8,5 (tampéo A) e
tamp&o Tris—HCI| 0,05 M pH 8,5 + 2 M NaCl (tampdo B) para realizar o
gradiente, em 25 mL de volume de coluna. Foram coletadas fracdes de 5 mL,
indicadas em vermelho. Figura 26A representa a purificacdo do G118R-mGH, e

a figura 26B representa a purificagdo do mGH.

Figura 26: Cromatograma da purificagdo com a coluna contendo a resina Q-Sepharose Fast
Flow (QFF), em unidade de absorvancia no comprimento de onda de 280 nm. Frac8es
coletadas, 5mL em cada, indicadas em vermelho. Em verde é representado o gradiente de
NaCl. (A) G118R-mGH, fracdo #12 corresponde a 238 mM de NaCl (11,9% de tampé&o B), e
fracdo #15 corresponde a 284 mM de NaCl (14,2% de tampao B); (B) mGH, fracdo #14
corresponde a 264 mM de NaCl (13,2% de tampéo B).
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Fonte: autor da dissertacéo

E possivel observar uma diferenca entre os picos 12 e 15 (fragdes 11 a
16) comparando os cromatogramas do mGH e do GHA. Foram analisadas por
SDS-PAGE as fragbes 7, 10, 14, 17, 21 e 36 de mGH (Figura 27A), e as
fracbes 11, 12, 13, 14, 15 e 16, para a purificacdo do G118R-mGH (Figura
27B).

Figura 27: SDS-PAGE 15%, ndo reduzido, das amostras coletadas da QFF. A: mGH, (1)
marcador de massa molecular, (2) hGH 1 ug, (3) meio condicionado pool antes da dialise; (4)
meio condicionado pool depois da dialise, (5-10) fragbes 7,10,14,17,21 e 36, A fracdo 14 esta
indicada pela seta branca. B: (1) marcador de massa molecular, (2) hGH 1 ug, (3) pool do meio
condicionado antes da dialise; (4) pool do meio condicionado depois da dialise, (5-8) fracBes
11, 12, 13 e 14, indicadas pelas setas brancas; (9-10) fracdes 15 e 16.
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Fonte: autor da dissertacédo

No caso do mGH, a proteina se concentra na fracdo 14. Ja4 no caso do
G118R-mGH, observamos que temos bastante produto da proteina nas fracfes
11, 12, 13 e 14, sendo que no caso das fragbes 15 e 16, com menos material e
outras formas de massa maior, mostrando menos pureza nessa regiao. Entao,
para confirmacao, foi realizado Western Blotting (Figura 28), com as fracoes
11, 12, 13 e 14 tanto do mGH quanto do G118R-mGH, no qual conseguimos
verificar a presenca de ambas as proteinas.

Figura 28: Western blotting de amostras coletadas da QFF, ndo reduzido. (1) marcador de
massa molecular, (2) hGH 1 pg, (3-6) mGH fra¢des 11, 12, 13 e 14, setas azuis, (7-10) G118R-
MGH fragbes 11, 12, 13 e 14, setas brancas.
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Fonte: autor da dissertacdo

5.3.2. Analise por cromatografia liguida de alto desempenho por
exclusdo molecular (HPSEC) do mGH e G118R-mGH

Com a confirmacédo da presenca de mGH e GHA, nas respectivas
fracOes, o préximo passo foi realizar uma analise por HPSEC, tanto do mGH
(Figura 29C) quanto do G118R-mGH (Figura 29D) para quantificacdo e
determinacao da pureza do material.

Foi feito um pool das fragcbes 11 a 14, totalizando 20 mL, de cada
proteina e foi aplicado 100 yL na coluna TosoHaas TSK 2000, com tampé&o

bicarbonato de aménio 0,025M, pH 7,0, temperatura ambiente.

Foram utilizados dois controles (Figura 29A e B), o rec-hGH (controle
interno) e o pit-mGH (NIH).

Figura 29: Cromatogramas do HPSEC. A: rec-hGH (controle interno), 5 pyg/ 5 pL, com pico de
Tr 13,7 min; B: pit- mGH (NIH), 5 pg/ 50 pL, seta com Tr 15,8 min, (C) mGH QFF pool #11-14
— seta indica pico com TR 15,63 min, (D) G118R-mGH QFF pool #11-14 — setas indicam picos
com TR 15,8 min e 16,8 min.
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Fonte: autor da dissertacéo

A quantificacdo calculada com base na area sob o grafico em
comparacao ao controle rec-hGH resultou em 2,99 mg de mGH em 20 mL de
Tris-HCI 0,05 M pH 8,5 + 2 M NaCl e pureza de 89%. Para o G118R-mGH 1,84
mg em 20 mL de Tris-HCI 0,05 M pH 8,5 + 2 M NaCl e pureza de 74%.

Porém, no caso do G118R-mGH hé dois picos. Entédo, foi analisado o
pool do G118R-mGH no HPSEC novamente com coleta das fracdes 5, 6, 7 ,8 e
9. (Figura 30). O Western Blotting (Figura 31) mostrou que ambos 0s picos

eram realmente do antagonista.

Figura 30: Ampliacdo do cromatograma do HPSEC com coleta do G118R-mGH, entre 12 e 20
min, para andlise por WB.
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Fonte: autor da dissertacéo

Figura 31: Western blotting das fraces coletadas na HPSEC que contém G118R-mGH. (1)
marcador de massa molecular, (2) hGH 1 pg, (3 — 7) amostras ndo-reduzidas das fra¢des 5-9.
(9-10) amostras reduzidas das fracbes 6 e 8.
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Fonte: autor da dissertacao

Nesse caso, se houvesse isoformas de massa clivadas, as amostras
com DTT (SDS-PAGE reduzido), das fracbes 6 e 8 reduzidas apresentariam
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mais de uma banda. Amostras de GH reduzidas apresentam quebra das
pontes dissulfeto e caso tenha ocorrido alguma clivagem na cadeia da proteina
os fragmentos séo separados, mas foi possivel observar claramente que s6 ha
uma banda de cada, logo a clivagem ndo ocorreu. Além disso, conseguimos
confirmar que ambos os picos sdo G118R-mGH, sendo a fragdo 6 o ponto mais
alto do primeiro pico, e a 8 o ponto mais alto do segundo pico.

Foi realizada a troca de tampao, através de centrifugacdo, em colunas
de filtracdo com poros de 3 kDa (Amicon), de solucdo Tris-HCI com NaCl para
solucéo salina (NaCl 0,9%).

E novamente foi analisada por HPSEC (Figura 32 A e B), para saber se
houve perda de material nesse processo. Como controle foi utilizado o pit-mGH
(NIH).

Figura 32: Cromatogramas obtidos por HPSEC do pool da purificacdo de mGH e G118R-mGH
apos diadlise em NaCl 9%. (A) mGH, com Tr 16,87 min e (B) G118R-mGH, TR 17 min e 17,87

min.
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Fonte: autor da dissertacao

Foram obtidos, no final do processo de purificacéo, 4,97 mg de mGH em
1,5 mL de solucéo salina (NaCl 0,9%) com pureza de 91,8% e 3,02 mg de
G118R-mGH em 1,5 mL de solucao salina (NaCl 0,9%) com pureza de 84,6%.

5.3.3. Andlise por espectrometria de massa (MALDI-TOF) do mGH e
G118R-mGH

Para finalizar o a etapa de caracterizacdo do mGH e de seu antagonista
G118R-mGH, as amostras foram dessalinizadas em colunas de filtragdo com

poros de 0,5 A (Amicon) e analisadas por espectrometria de massa (MALDI-
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TOF) (Figura 33). As analises das amostras foram realizadas no CEFAP, no
Instituto de Ciéncias Biomédicas (ICB-USP), na concentracdo de 1 pg/pL.

Figura 33: Espectrometria de massa apos a dessalinizagdo das amostras. (A) mGH e (B)
G118R-mGH, ambos indicados pela seta preta.
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Fonte: autor da dissertacao

Os resultados obtidos mostraram, no caso do mGH (Figura 33A), que a
massa molecular apontada foi 21735,925 Da. Para o G118R-mGH (Figura
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33B), estd sendo apontada a massa molecular de 21828,982 Da, sendo que
com a troca do aminoécido glicina (75,07 Da) para arginina (174,2 Da) a massa
molecular fica um pouco maior quando comparado com o mGH, e é o que
conseguimos observar no gréfico, 93,1 Da contra o valor tedérico de 99,1 Da.

Com isso foi finalizada a sintese, caracterizacéo e purificacdo do mGH e
de seu antagonista G118R-mGH, possibilitando os testes em animais.

5.4. Bioensaio para avaliar a atividade do mGH e G118R-mGH
5.4.1. Genotipagem

Para o bioensaio, foi preciso realizar genotipagem dos camundongos
lit/lit para identificar a mutacéo e diferenciar os animais andes (homozigotos) e
0s animais heterozigotos. Os cruzamentos sao realizados com machos andes e
fémeas heterozigotas. Este esquema se mostrou 0 mais adequado para obter
um maior numero de filhotes com a mutacéo (50% andes e 50% heterozigotos).

Nesse método, podemos identificar os camundongos através da massa
molecular das bandas obtidas por PCR, apos digestdo enzimatica, como
podemos observar na Figura 34. Quando o animal € ando, identificamos duas
bandas, uma com 102 pb e a segunda com 58 pb. Quando o animal é
heterozigoto, identificamos trés bandas, uma com 102 pb, outra com 85 pb e a
terceira com 58 pb. Podemos identificar os camundongos andes através das
amostras: 1, 2, 5 e 7, pois apresentam apenas duas bandas (setas brancas). E
0s camundongos heterozigotos nas amostras com 3 bandas: 3, 4 e 6 (setas

azuis).

Figura 34: Genotipagem por PCR seguido de digestdo para identificagdo de camundongos
andes. Foto do gel de agarose 3%, corado com brometo de etidio, apds eletroforese com
amostras de PCR. (1) marcador de massa molecular. (2-8) PCR dos camundongos. Setas
brancas camundongos andes, setas azuis heterozigotos.
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Fonte: autor da dissertacédo

A partir dessas identificacdes, foi possivel formar casais e ampliar a
colénia de forma mais rapida e confiavel, e assim, acelerar a obtencdo do

namero suficiente de animais para a realizacéo do bioensaio.

5.4.2. Bioensaio

Foi realizado o bioensaio para analisar a atividade biologica tanto do
mMGH quanto G118R-mGH em camundongos com deficiéncia de crescimento,
andes lit/lit (Figura 35).

ApoOs a ampliacdo da col6nia, camundongos com 22-30 dias de vida
foram separados em cinco grupos: (1) controle lit/lit salina, (2) controle positivo
hGH, (3) lit/lit mGH, (4) lit/lit G118R-mGH e (5) controle de peso heterozigoto.

Como descrito em Materiais e Métodos, o grupo controle salina (lit/lit)
recebeu 0,1 mL de solucéo salina estéril, todos os dias, durante o tratamento.
Os grupos controle positivo hGH (Tabela 2), lit/lit mGH (Tabela 2) e lit/lit
G118R-mGH (Tabela 2), separadamente, receberam uma dose de 10 ug de

proteina em solugéo salina estéril, no total de 0,1 mL, todos os dias, durante o
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tratamento. Do grupo de controle de peso heterozigoto, os animais foram
apenas pesados durante o periodo de tratamento dos outros grupos. Todos 0s

animais foram eutanasiados apo6s duas horas da injecdo do ultimo dia.

Figura 35: Analise dos resultados do bioensaio realizado nos camundongo andes lit/lit. (A)
Controle positivo hGH, variacdo de massa durante dez dias, em verde. (B) Grupo lit/lit mGH,
variacdo de massa durante dez dias, em roxo. (C) Grupo lit/lit G118R-mGH, variacdo de massa
durante dez dias, em vermelho. O grupo controle lit/lit salina estd em preto, e o grupo controle
de peso heterozigoto esta em azul.
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Fonte: autor da dissertacao
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Tabela 2: Resultados das andlises do grafico do grupo controle positivo hGH, grupo mGH e
grupo G118R-mGH. Esta sendo indicado o nimero de animais de cada grupo, a significancia
(P) e arazéo (R?).

Grupo controle - hGH

Controle negativo Controle positivo hGH Heterozigoto

N (=) 3 3 5
Significativo (P) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
R2 0,2482 0,9518 0,9295
Grupo mGH
Controle negativo mGH Heterozigoto
N (=) 4 4 6
Significativo (P) < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
R? 0,9403 0,9181 0,9375

Grupo G118R-mGH

Controle negativo G118R-mGH Heterozigoto
N (=) 5 6 9
Significativo (P) 0,0137 0,0137 0,0137
R? 0,9118 0,9620 0,9833

Fonte: autor da dissertacéo

Os resultados obtidos mostram a variacdo da massa dos camundongos
referente a cada proteina administrada. Podemos observar que nos grupos
tratados com hGH (Figura 35A, Tabela 2) e mGH (Figura 35B, Tabela 2) os
animais ganharam peso, obtendo uma diferenca estatistica significativa com
relacdo ao controle negativo (grupo tratado com solucéo salina), além disso, a
variacdo de massa, de ambos os grupos, foram similares aos animais do grupo
heterozigoto (controle positivo). No caso do grupo G118R-mGH (Figura 35C,
Tabela 2), os animais ndo ganharam peso, apresentando diferenca significativa
com relacdo ao grupo positivo. A variacdo de massa desse grupo foi similar a
do grupo tratado com solucdo salina. As equacdes das curvas obtidas foram
para o grupo hGH: Y = -0,5778 + 0,3939X — 0,01010X2 (R2 = 0,9518), para o
grupo mGH: Y = -0,4875 + 0,4506X — 0,01989X2 (R? 0,9181), e para o grupo
G118R-mGH: Y= -0,2472 + 0,2539X — 0,008207X2 (R2 = 0,9620). E importante
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ressaltar que ndo houve perda de animais durante o experimento, logo o N de

cada grupo se manteve.

5.5. Radiomarcacao com 123| e 131

O experimento de radiomarcacdo do mGH e do G118R-mGH com 3|
pelo método de Cloramina T (CLT), ocorreu conforme descrito em Materiais e
Métodos.

Para esse teste, foram utilizados 50 pg, tanto do mGH quanto do
G118R-mGH, no tempo de 45 minutos, seguida da andlise por cromatografia
por SPECT, como podemos observar na Figura 36 A e B, respectivamente.

Figura 36: Cromatografia por SPECT do (A) mGH e do (B) G118R-mGH, marcados com 13|

em vermelho e o 13| livre em verde.
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Fonte: autor da dissertacao

A radiomarcagdo é considerada adequada quando apresenta pureza
acima de 90%. No caso do mGH foi de 97,64% de marcacéo e de 97,53% para
0 G118R-mGH.
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5.5.1. Estudo da estabilidade da marcag&o com 13|

Apls a confirmacdo da radiomarcacdo, foi realizado o estudo de

estabilidade do produto marcado (in vitro), e nesse processo 4 amostras foram

diluidas em 500 pL de soro fetal bovino, e nos tempos de 1, 3, 6 e 24 horas

apo6s a marcacao foi realizada a analise radioquimica para avaliacdo da

estabilidade do produto. Para esse teste, foram utilizados 15 pL de cada

amostra e foi realizada a avaliacdo da pureza por meio de cromatografia

ascendente em papel, e entdo, a fita foi cortada no meio para medir a atividade

no contador Gama (Tabela 3).

Tabela 3: Estudo de estabilidade dos produtos marcados com 131 (in vitro) e medicdo da

atividade no contador Gama, de quatro amostras tanto mGH quanto G118R-mGH, nos tempos
de 1, 3, 6 e 24 horas.
Teste de estabilidade da marcacao com lodo

Marcado |lodo livre Marcado |lodo livre Marcado |lodo livre Marcado |lodo livre
1 3,30 uCi| 0,76 uCi 3,35 uCi| 0,81 uCi 3,4 uCi | 0,7 uCi 3,30 uCi| 0,8 uCi
mGH 2 thora 320 uGi[ 0,7 uCi | 3horas [3,25 yGi[ 0.7 uCi | 6horas [3,26 uCil 07 uCi | 24horas | 32 uCi [ 0,62 uCi
3 | marcacio | 2,75 UCi[ 0,55 UCi| marcacao | 2,8 UCi | 0.6 UCi | marescao | 2,8 MCi | 0.6 UCi | marcagao | 2,8 uCi | 0.7 uCi
4 3,0uCi | 0,5 uCi 3,1 uCi | 0,6 pCi 3,1 uCi | 0,6 uCi 3,04 uCi| 0,53 pCi
1 5,0puCi | 0,7 uCi 5,05 uCi| 0,7 uCi 5,1 uCi | 0,63 uCi 498 uCi| 0,7 uCi
G118R-mGH 2 Thora [ 2.0uCi| 0,5uCi | 3horas | 23 pCi | 05uCi | 6horas [277 uCi| 0,43 pCi| 24 horas | 2 07 uCi| 0,55 uCi
e 3 | marcacdo | 4,5 UCi | 0,68 PCi| marcazo | 4,87 HCi| 0,71 UCi| rarcacso | 4,51 UCi| 0,7 UCi | marcaggo | 4.7 HCi | 0,86 WCi
4 3,5uCi | 0,5 uCi 3,8 uCi | 0,68 pCi| 3,33 uCi| 0,68 uCi 3,64 uCi| 0,6 uCi

Fonte: autor da dissertacao

Com base nesse resultado, podemos inferir que n&o ocorreram

mudancas significativas da atividade em nenhuma das amostras, tanto do mGH

guanto do G118R-mGH, indicando uma marcacdo estavel com o 131, Vale

destacar que o 131 possui meia vida de 8,02 dias.

5.5.2. Impactos da cloramina T

Com o intuito de realizar e avaliar da melhor forma possivel a

radiomarcacdo das proteinas, foi realizada a avaliagdo dos impactos da

cloramina T. Nesse ensaio, podemos identificar a formacéo de agregados ou
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formas diméricas provocadas pela reacdo de oxidacdo da CLT no mGH e
G118R-mGH. Foi preparada uma solugéo de 50 ug, tanto do mGH quanto do
G118R-mGH, com 50 pg de CLT e 100 pg de Na2S20s5, no tempo de 45
minutos, seguida da andlise por cromatografia liquida de alto desempenho por
exclusdo molecular (HPSEC), com leitura de absorbancia no comprimento de
onda de 220 nm (Figura 37).

Figura 37: Cromatogramas obtidos por HPSEC realizada para avaliacdo dos impactos da
cloramina T. (A) rec-hGH (controle interno), 5 pg / 5 pL, com pico no Tr 14,10 min; (B) mGH —
NaCl 0,9%, com pico de no Tr 15,26 min; (C) mGH — NaCl 0,9% com reacéo de CLT, com pico
no Tr 15,35 min; (D) comparacdo por sobreposicdo da solugdo de mGH ndo tratada, em preto,
e da solugdo do mGH com a reacdo de CLT, em vermelho. (E) G118R-mGH — NaCl 0,9%, com
picos no Tr 16 min e 17,62 min; (F) G118R-mGH — NaCl 0,9% com reacdo de CLT, com picos
nos Tr 15,6 min e 17,24 min; (G) comparacdo por sobreposicdo da solucdo de G118R-mGH
nao tratada, em preto, e da solugcdo do G118R-mGH com a reac¢do de CLT, em vermelho.
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Fonte: autor da dissertacao

A quantificacdo calculada com base na area
comparacao ao controle rec-hGH (Figura 37A), resultou em 10 pg/ 10 L, com
pureza de 93% do mGH que néo sofreu a reacdo com a CLT (Figura 37B), e
3,5 ug /12 uL, com pureza de 91,33% do mGH que sofreu a rea¢cdo com a CLT
(Figura 37C), resultando em uma reducéo de 71% de quantidade de amostra.
No caso do G118R-mGH (Figura 37E), a quantificacdo, sem a reacdo com
CLT, foi de 20 pg / 10 pL, com pureza de 89,45%, e do G118R-mGH que
sofreu a reacdo com CLT (Figura 37F) resultou em 4,6 ug / 24 uL, com pureza
de 97,28%, resultando em uma reducéo de 90,5% de quantidade de amostra.
Entretanto, o Tr se manteve, de forma conservada, para ambas as proteinas,

além da pureza que também se manteve estavel.

sob o gréfico




Também foi realizada eletroforese em gel SDS-PAGE 15% para analise
da reacao dos impactos da cloramina T (Figura 38).

Figura 38: Avaliagdo do impacto da cloramina T, em SDS-PAGE 15% - amostras mGH e
G118R-mGH. (1) marcador de massa molecular, (2) hGH 1 ug, (3) amostra mGH-NaCl 0,9%,
(4) amostra mGH-NaCl 0,9% ap6és reagdo com a CLT, (5) amostra mGH-NaCl 0,9% reduzido,
(6) amostra G118R-mGH-NaCl 0,9%, (7) amostra G118R-mGH-NaCl 0,9% ap0s reagdo com a
CLT, (8) amostra G118R-mGH-NaCl 0,9% reduzido.
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Fonte: autor da dissertacdo

E possivel observar a diferenca do peso molecular entre as bandas
tratadas ou ndo com CLT. Conseguimos identificar bandas mais fortes, nas
amostras com a reacdo na regido superior a banda principal, podendo indicar
formacbes de agregados da proteina. Foi realizada também a redugédo, com
tratamento DTT (SDS-PAGE reduzido), das amostras nao tratadas com CLT,
tanto mGH quanto G118R-mGH (nas canaletas 5 e 8, respectivamente), para

identificar isoformas clivadas, ja que esta aparecendo mais de uma banda.
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5.5.3. Ensaio de biodistribui¢ao - 13|

Como a marcacgédo foi eficiente e as proteinas marcadas apresentaram
uma alta pureza radioquimica, foi realizado o ensaio de biodistribui¢cdo (Figuras
39 e 40). Camundongos C57BL/6J adultos, de 6-8 semanas de vida,
receberam injecdo intraperitoneal dos radiomarcados, ap6s 45 minutos
realizamos a eutanasia, seguida da coleta dos tecidos, para analisar no
contador Gama.

Figura 39: Ensaio de biodistribuicdo em camundongos, injetados com 31-mGH (preto) e 131]-
G118R-mGH (cinza), com atividade de 0,12 MBq (1 milhdo de contagem por minuto — CPM) e
0,16 pg de cada hormdnio, eutanasiados apds 45 minutos da injecdo intraperitoneal. Razdo
tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g). (A) Porcentagem da dose injetada
por UL de sangue; (B) Razao tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do
cérebro total; (C) Razédo tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do
cérebro; (D) Razéo tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do hipotalamo;

(E) Razdo tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g) do cortex motor.
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Figura 40: Ensaio de biodistribuicdo em camundongos, injetados com 3-mGH (preto) e 131-
G118R-mGH (cinza), com atividade de 0,12 MBq (1 milhdo de contagem por minuto — CPM) e
0,16 pg de cada hormdnio, eutanasiados apds 45 minutos da injecdo intraperitoneal. Razédo
tecido/sangue da dose injetada por grama de tecido (%ID/g).
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Fonte: autor da dissertacao

Os resultados obtidos mostram que ambas as proteinas se dispersaram
para todos os 6rgaos, porém tanto na figura 39 quanto na figura 40 podemos
observar que ndo houve diferenca estatistica entre as proteinas, em nenhum
tecido, pelo teste ANOVA.

5.5.4. Ensaio de imagem por SPECT-CT - 123

Em seguida foi realizado um ensaio de imagem, por SPECT-CT, com
1231 que possui meia vida de 13,3 horas, e uma energia de 159KeV. Esse
estudo tem como objetivo avaliar a passagem ou ndo do horménio através da
barreira hematoencefalica (BHE), bem como a sua localizagdo nas regides

anatébmicas do cérebro. O ensaio foi realizado em camundongos C57BL/6J
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adultos, de 6-8 semanas de vida, com injecdo intraperitoneal dos
radiomarcados, '*3I-mGH ou ?3|-G118R-mGH, seguindo com a eutanasia apos
2 minutos (Figura 41), 5 minutos (Figura 42) e 10 minutos (Figura 43), e foram
colocadas apenas as cabecas dos animais na camara de escaneamento e

analisadas no microPET (microPETAIbira).

Figura 41: Imagens obtidas por tomografia por emissdo de féton Unico — tomografia
computadorizada (SPECT-CT), dos cérebros de camundongos eutanasiados 2 minutos apos a
injecdo de '?’I-mGH ou !?°-G118R-mGH. Do lado esquerdo temos as imagens do
radiomarcado 123|-mGH, (A) seccdo coronal; (B) seccdo sagital; (C) seccéo transversal; (D)
cérebro inteiro visto de cima. Do lado direito temos as imagens do radiomarcado 123-G118R-
mGH, (E) seccéo coronal; (F) seccéo sagital; (G) seccdo transversal; (H) cérebro inteiro visto

de cima.
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Fonte: autor da dissertacao

Figura 42: Imagens obtidas por tomografia por emissdo de féton Unico — tomografia
computadorizada (SPECT-CT), dos cérebros de camundongos eutanasiados 5 minutos apos a
injecdo de 'Z®I-mGH ou 'Z#I-G118R-mGH. Do lado esquerdo temos as imagens do
radiomarcado 2l-mGH, (A) secgdo coronal; (B) seccéo sagital; (C) seccdo transversal; (D)
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cérebro inteiro visto de cima. Do lado direito temos as imagens do radiomarcado 123-G118R-
mGH, (E) secgédo coronal; (F) seccéo sagital; (G) seccdo transversal; (H) cérebro inteiro visto

de cima.
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Fonte: autor da dissertacéo

Figura 43: Imagens obtidas por tomografia por emissdo de féton Unico — tomografia
computadorizada (SPECT-CT), dos cérebros de camundongos eutanasiados 10 minutos apés
a injecdo de '?’I-mGH ou '2’|-G118R-mGH. Do lado esquerdo temos as imagens do
radiomarcado 23l-mGH, (A) secc¢éo coronal; (B) seccéo sagital; (C) seccdo transversal; (D)
cérebro inteiro visto de cima. Do lado direito temos as imagens do radiomarcado 123|-G118R-
MGH, (E) secc¢édo coronal; (F) sec¢éo sagital; (G) seccdo transversal; (H) cérebro inteiro visto

de cima.
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Fonte: autor da dissertacédo

Com essas imagens conseguimos obter a localizagdo anatdmica dos
radiomarcados '?3-mGH ou '%|I-G118R-mGH no cérebro e conseguimos
observar no gréafico (Figura 44) as regibes que apresentam a meédia de
contagem da atividade por contagem por minutos (CPM) nas diferentes regifes

do cérebro.

Figura 44: Grafico identificando a média de contagem da atividade (CPM) dos radiomarcados
1231-mGH ou *?%I-G118R-mGH nas diferentes regides do cérebro de camundongo eutanasiado
(A) 2 minutos, (B) 5 minutos e (C) 10 minutos apos a injecdo. Na imagem estdo destacadas
suas respectivas regides: RSTR: estriado direito; LSTR: estriado esquerdo; CTX: cértex; RHIP:
hipocampo direito; LHIP: hipocampo esquerdo; THA: talamo; CB: cerebelo; BFS: prosencéfalo
basal e septo; HYP: hipotalamo; RAMY: amigdala direito; LAMY: amigdala esquerda; BS:
tronco cerebral; CG: substancia cinzenta periaquedutal; SC: coliculo superior; OLF: bulbo
olfatério; RMID: mesencéfalo direito; LMID: mesencéfalo esquerdo; LIC: coliculo inferior

esquerdo; RIC: coliculo inferior direito.
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Fonte: autor da dissertacao

Os resultados obtidos mostram que ambas as proteinas se dispersaram
para todas as regibes do cérebro. No tempo de 2 minutos (Figura 44A),
podemos observar que houve significancia estatistica pelo teste ANOVA de
*P= 0,0114, e as regides que apresentam maior contagem da atividade de
ambas as proteinas foram o hipotalamo (HYP), a amigdala esquerda (LAMY) e
o tronco cerebral (BS). No tempo de 5 minutos (Figura 44B), podemos observar

gue houve significAncia estatistica pelo teste ANOVA de *P= 0,0322, e
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curiosamente, a regiao que apresenta maior contagem da atividade de ambas
as proteinas foi o tronco cerebral. No tempo de 10 minutos (Figura 44C),
podemos observar que houve significAncia estatistica pelo teste ANOVA de
**P= 0,0085, e nesse caso, as regides que se destacam nesse tempo e
apresentam maior contagem da atividade no caso do mGH foi o mesencéfalo
esquerdo (LMID), e no caso do G118R-mGH foi o hipotalamo.

Além disso, também observamos que em todos o0s tempos,

curiosamente, o G118R-mGH apresenta maior contagem de atividade em
praticamente todas as regides, com excecao do mesencéfalo esquerdo e do
hipocampo esquerdo (LHIP) no tempo de 10 minutos, conforme analisado
através da cinética de permeacdao nas regides (Figura 45).

Figura 45: Graficos de analise da cinética de permeacao nas regifes do cérebro, comparando
1231-mGH e %I-G118R-mGH. (A) hipocampo esquerdo; (B) hipocampo direito; (C) hipotalamo;
(D) amigdala direita; (E) tronco cerebral; (F) amigdala esquerda.
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6. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho foram discutidos em trés frentes: a primeira
foi em relagdo a expressdo dos horménios, mGH e G118R-mGH, em células
humanas HEK293F cultivadas em suspensdao e sua caracterizacdo e
purificagdo, a segunda foi com base no bioensaio em camundongos lit/lit e a

terceira na radiomarcagao e os estudos in vivo de biodistribuigcdo e imagem.

Neste trabalho, foram propostas estratégias inéditas, como o
desenvolvimento de um potencial antagonista de GH murino com a mudanca
de aminoacido de glicina por arginina na posi¢do 118. Essa mesma alteracao
foi elaborada e descrita apenas uma vez, como antagonista de GH de rato,
sintetizado em E. coli, que obteve um efeito agonista no estudo (Helander e
col., 2003). Além disso, outras estratégias foram propostas com o intuito de
introduzir metodologias atuais e de melhorar a eficiéncia na expressédo de
horménios murinos utilizando células humanas, seguindo com uma purificacao
e caracterizacdo adequada para tais hormoénios, radiomarcacéo e finalizando
com ensaios preliminares in vivo. E importante enfatizar que existe uma
dificuldade na obtencdo de mGH no mercado e que existe uma importante
necessidade de se realizar estudos com modelos de horménios homodlogos
(espécie-especifico), como foi dito anteriormente. De modo geral, os objetivos

do trabalho foram alcancados.

6.1. Expressdao, caracterizacdo e purificacdo do mGH e G118R-
mGH

A escolha do plasmideo pcDNA 3.4 (GenScript Biotech, Piscataway, NJ,
EUA) confirmou a expectativa de 6timos niveis de expressdo de proteinas
recombinantes. Vale lembrar que é um vetor constitutivo de mamifero
produzido para proporcionar altos niveis de producdo. Em trabalhos anteriores
do grupo, esse vetor foi utilizado para sintese de TSH e expresséao de hPRL e
se mostrou eficiente (Sant’Ana e col., 2018; Silva e col., 2019). Nesse trabalho,
foi realizada a sintese e expressao transiente do mGH e G118R-mGH, em

células HEK293F cultivadas em suspensao.
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Podemos confirmar também que a metodologia da expressao transiente
em células de mamifero (HEK293F) cultivadas em suspensdo foi muito
eficiente na obtencdo dos hormonios recombinantes, proporcionando altos
niveis das proteinas de interesse. Esse fato possibilitou a continuidade do
trabalho, uma vez que foram obtidas concentracées de mGH: ~1mg/10mL de
meio de cultura, e de G118R-mGH: ~1,6mg/10mL de meio de cultura, e ao final
foram obtidos produtos com purezas adequadas para os estudos propostos. Os
valores alcancados, de ambas as proteinas, foram relativamente similares a
outros trabalhos realizados com expressao transiente em células de mamifero
(Peroni e col., 2002; Mendonca e col., 2005; Oliveira e col., 2008; Damiani e
col., 2013; Sevilhano e col., 2017; Silva e col., 2019). Além disso, € importante
relembrar alguns trabalhos importantes sobre sintese de proteinas
recombinantes produzidas em linhagens de células humanas (Zhang e col.,
2010; Swiech e col., 2012; Fliedl e col., 2015; Bouvette e col., 2018; Hu e col.,
2018; Zhong e col., 2019).

A sintese de mGH ja foi reportada anteriormente em E. coli, produzida
em corpos de inclusdo (IC), portando uma metionina inicial (Fradkin e col.,
2010). O mGH também ja foi expresso em células de mieloma murino
transfectadas com um vetor contendo o gene da glutamina sintetase e o0 cDNA
do GH de camundongo ou rato. Esse estudo foi bastante focado no cultivo das
células em larga escala, porém a caracterizacdo do mGH nao foi descrita (Zhou
e col., 1996). A sintese do antagonista de G118R-mGH ainda néo foi descrita
na literatura. Ja outros antagonistas de GH, baseados na troca de aminoacidos
glicina pela arginina em uma regido muito conservada e relacionada ao sitio 2
da ligacdo ao GHR ja foram relatados: antagonista de rato G118R-rGH
produzido em E. coli (Helandera e col.,, 2003), no entanto, nesse estudo,
utilizando um modelo experimental in vitro e avaliando a inducéo de células do
MRNA de CYP2C12 e IGF-1 em cultura primaria de hepatdcitos de ratos a
acao nao foi confirmada; de galinha G119R-chGH produzido em E. coli (IC)
(Paczoska-Eliasiewicz e col., 2006); de bovino G119R-bGH produzido em
células L de camundongos (Chen e col., 1991); e de humano G120R-hGH
produzido em células CHO (Haldankar e col., 1999).
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Com relacdo ao processo de caracterizagao e purificagcdo do mGH e
G118R-mGH, como ja escrito anteriormente, ambos apresentaram uma
guantidade e pureza suficiente para realizar os ensaios in vivo. A resina Q-
Sepharose Fast Flow se mostrou ser muito eficiente no processo de
purificagcdo, que em seguida conseguimos confirmar na coluna de exclusdo
molecular (HPSEC). Porém é importante dizer que ndo conseguimos realizar a
analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC),
uma vez que as proteinas aparentavam estar degradadas nessa etapa,
incluindo o controle de mGH (NIH). Porém, essa etapa € muito utilizada no
processo de caracterizacdo de proteina, como podemos observar em muitos
trabalhos do proprio grupo (Oliveira e col.,, 1999; Oliveira e col., 2003;
Mendonca e col., 2005; Oliveira e col., 2008; Heller e col., 2010; Damiani e col.,
2013; Silva e col., 2019).

Para finalizar esse processo, foi realizado o MALDI-TOF para
determinacdo da massa molecular (Andersen e col., 1996; Roepstorff, 1997;
Mann & Jensen, 2003). Os resultados obtidos mostraram, no caso do mGH,
gue a massa molecular apresentou menor que o esperado em teoria (21839,87
Da), com 21735,925 Da, uma diferenca de 103,945 Da, podendo, ser
possivelmente, uma questdo de calibracdo do equipamento, considerando que
essa variacdo também foi observada para outras proteinas conhecidas e
analisadas em estudos paralelos. Ou entdo, poderia ser, possivelmente, uma

perda de um aminoacido cisteina.

O G1l18R-mGH, estd com uma massa molecular de 21828,982 Da,
sendo que a alteracdo do aminoéacido glicina para arginina deixa a massa
molecular um pouco maior quando comparado com o mGH, de 21939 Da, bem
proximo do valor tedrico de 93,1 Da. Nesse resultado obtido, a massa
molecular também apresentou valor menor do que o teérico esperado, com
uma diferenca de 110,018 Da.

Como a expressao foi realizada em células de mamifero, em ambas as
proteinas, poderia ter ocorrido alguma modificagcdo poés-traducional (MPT),
como ja descrito anteriormente, na finalizagdo da sintese proteica (Mann &
Jensen, 2003), podendo ser uma glicosilagdo, fosforilagdo ou até uma
hidroxilagdo (Burlingame, 1996; Roepstorff, 1997, Mann & Jensen, 2003),
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porém se fosse o caso, aumentaria a massa molecular. Dessa forma,

possivelmente, ocorreu uma degradacao de ambas as proteinas.

Dessa forma, se faz necessario investigar e entender mais a fundo

essas técnicas de caracterizagdo dessas proteinas.

6.2. Bioensaio com camundongos lit/lit

A genotipagem dos animais foi necesséaria, como uma etapa preliminar
do estudo (Lima e col., 2020), importante para identificacdo da mutacao little, ja
gue realizar o cruzamento aleatério (observando apenas o fenétipo) pode néo
ser o suficiente e adequado, além da necessidade de utilizar filhotes para a
experimentagcdo, dificultando ainda mais identificar o fendtipo apenas

observando.

Nesse trabalho, a analise da atividade biolégica, tanto do mGH quanto
G118R-mGH, em camundongos andes lit/lit, foi de extrema importancia.
Inicialmente foi necessario determinar a quantidade de proteina recombinante,
com injecéo intraperitoneal, que seria usada nos testes. Em nosso grupo, foram
realizados alguns experimentos com hGH que mostraram uma diminuicdo de
expressdo proteica em doses acima de 50 ug de plasmideo administrado,
possivelmente em razdo de um efeito de saturacdo (Oliveira e col., 2010),
como ja havia sido reportado anteriormente em outros estudos (Golzio e col.,
2004; Fattori e col., 2005). Entretanto, outros trabalhos do nosso grupo, com
hGH, mostraram que doses menores de 5 pg/dia e 10 pg/dia, tiveram uma
performance melhor, além da dose de 10 pg/dia ter se mostrado ideal para
esse experimento, durante a padronizacao e utilizacdo desse bioensaio (Bellini
& Bartolini, 1993; Peroni e col., 2012; Higuti e col., 2012). Além disso, ja havia
sido observado que a administracdo intraperitoneal da dose mencionada
acima, de rec-hGH, o resultado ja seria evidente no décimo dia (Bellini e col.,
2003; Oliveira e col., 2010; Higuti e col., 2012).

Essas informacBes se confirmaram no bioensaio, onde as doses
administradas, via intraperitoneal, tanto do controle hGH, quanto do mGH e

G118R-mGH, foram de 10 pg/dia, durante 10 dias. E importante enfatizar que
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esse ensaio € inédito para proteina de camundongo recombinante e de seu

antagonista.

A curva de variacdo de massa, no caso do controle positivo hGH se
mostrou semelhante aos dos camundongos heterozigotos, sem tratamento, e
ambas as curvas apresentaram diferencas estatisticas significativas, quando
comparadas com a curva dos animais que receberam solucéo salina (P <
0,0001), o que ja era esperado. No caso do grupo mGH, a curva também se
mostrou semelhante aos dos camundongos heterozigotos, sem tratamento, e
ambas as curvas demonstraram diferengas estatisticas significativas, quando
comparadas com a curva dos animais que receberam solucéo salina (P <
0,0001), mostrando um 6timo resultado, se comparado com o controle hGH. Ja
no caso do G118R-mGH, a curva, curiosamente, se mostrou semelhante aos
dos camundongos que receberam solugcdo salina, e ambas as curvas
demonstram diferencas estatisticas altamente significativas em relacdo aos
camundongos heterozigotos, sem tratamento (P= 0,0137). A partir desses
resultados, podemos observar que o G118R-mGH apresentou um resultado

diferente se comparado com o mGH e hGH.

Ainda assim, embora os resultados tenham sido muito promissores, esse
bioensaio se encontra em fase inicial e ha a necessidade de uma continuidade,
visando um aprimoramento na metodologia, fazendo testes com diferentes
doses de ambas as proteinas, para determinacdo da dose mais apropriada.
Apés esse processo, ja com a dose estabelecida e padronizada, devera ser
realizado um estudo administrando tanto o mGH quanto o0 G118R-mGH juntos,
para realmente avaliar se 0 G118R-mGH est4 antagonizando. O G118R-mGH
também pode ser administrado em camundongos heterozigotos, para analise
de sua acdo. Estudos pOs bioensaio, também se fazem necessario, como por
exemplo, ensaio imunolégico, ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)

para mensurar a atividade imunoldgica das proteinas.

6.3. Radiomarcacdo e os estudos in vivo de biodistribuicdo e

imagem
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O ensaio de radiomarcacdo se mostrou eficiente, levando em
consideracdo a quantidade de material disponivel na solugdo e o tempo da
reacdo. Existem varios métodos para realizar a radiomarcacao de proteinas
com 13| e muitos deles s&o aplicados em hormdnios (Yalow & Berson, 1960).
Durante o desenvolvimento dessas técnicas, foi utilizada a radiomarcacao do
GH com a CLT alcancando 70% de rendimento da proteina marcada com 0 uso
de 74 MBq de 3], e uma pequena quantidade de proteina 5 pg (Greenwood e
col.,, 1963). Em outro estudo foi observado que um uso de alta dose de
radioatividade para pouca proteina, e 100 ug de CLT, resultou em um baixo
grau de substituicdo quimica na reacdo, e assim a CLT causou danos na
proteina, sendo que a partir de 18 MBq/ pug existe uma perda progressiva da
atividade imunologica do horménio (Banerjee & Gibson, 1962). Outro estudo
mostrou a radiomarcagdo do hGH com 2%, utilizando atividade de 37 MBg em
20 pg de hormonio e 0,88 ug, resultou em 80% de rendimento (Biscayart e col.,
1989).

Em nosso grupo, foram realizados estudos de radiomarcacdo com 123,
com hormoénio de crescimento porcino (pGH) com diferentes concentracdes de
horménio e de CLT, e com diferentes tempos de reacdo. Foi observado que o
melhor rendimento da marcacdo ocorreu quando foram usados 50 pg da
proteina, com 50 pug de CLT e 45 minutos de tempo de reacdo, com uma
eficiéncia de 95% (Menezes, 2023). Neste trabalho conseguimos confirmar
esses resultados, realizando a marcacdo das proteinas com 131 usando a
mesma estratégia descrita acima, gerando um rendimento de 97,64% do mGH
e 97,53% do G118R-mGH. Esse resultado mostra uma alta eficiéncia da
marcacao, restando menos de 3% de iodo livre, além disso, o célculo da
atividade especifica, considerando um &tomo de iodo/molécula, ficou

aproximadamente 5,55 MBg/ ug.

A integridade e estabilidade das moléculas sdo de extrema importancia
para que os residuos de tirosina estejam livres e aptos para a interacdo com o
radiois6topo de iodo e para que se preserve a acao bioldégica e imunoldgica
(Berndt e col., 2018; Harada e col., 2020). Neste estudo, foram realizados os
testes de estabilidade da marcacao e impactos da CLT, e como resultado ndo

ocorreram mudancas significativas da atividade em nenhuma das amostras,
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tanto do mGH quanto do G118R-mGH, em até 24 horas. Porém, foi possivel
identificar a formagcdo de agregados ou formas diméricas provocadas pela
reacdo de oxidacdo da CLT, a partir da técnica de HPSEC, além de obter uma
reducéo de 71% de quantidade de amostra do mGH e de 90,5% de quantidade
de amostra do G118R-mGH. Entretanto, o Tr Se manteve, de forma
conservada, para ambas as proteinas, além da pureza que também se
manteve estavel. No gel SDS-PAGE podemos identificar possiveis formacdes
de agregados da proteina.

Muitos estudos ja foram realizados sobre os efeitos da iodagdo em
vérias proteinas e horm6nios e sempre ocorre uma concordancia sobre a
permanéncia da atividade imunologica do hGH e bGH (Mattera & Dellacha,
1982; Sharp & Pierce, 1985), sendo que foram realizados ensaios biolégicos
para confirmacdo da mesma, como estudos da alteracdo de iodacdo da
lactoperoxidase, em células Nb2 (Hughes e col., 1982).0Outro estudo in vitro
mostrou que em niveis moderados de iodacdo, o hGH manteve sua acéo

fisiologica (Goodman & Levy, 1983).

No nosso grupo, foi mostrado que com concentracdes altas de CLT, de
Naz2S20s5 e altos graus de iodacdo, com até 2,7 atomos/molécula, ndo sao
alteradas de forma significativa a atividade imunolégica e biolégica do hGH
(Bartolini & Ribela, 1986). Contudo, no presente trabalho, o radiomarcado foi

imediatamente usado ap0s a sua preparacao.

A partir da radiomarcacéo e de toda analise, foi confirmada a ligacéo do
BI-mGH e 13]-G118R-mGH através do ensaio de biodistribuicéo,
administrando uma atividade de 0,12 MBq (1 milhdo de contagem por minuto —
CPM) e 0,16 pg de cada horménio, quando os camundongos foram
eutanasiados apds 45 minutos da injecao intraperitoneal, para avaliar a taxa de

captacédo dos tecidos.

Existem estudos que mostram que a meia vida do GH no plasma é curta,
e tem uma rapida depuracdo quando estd sozinho (t1/2 = 11 - 20 minutos),
porém quando se associa a proteina de ligacdo (GHBP), sua meia vida €&
prolongada (t1/2 = 80 — 137 minutos) (Fisker, 2006; Donato e col., 2021). Em

rato, foi identificado que a meia vida do GH é 82,7 - 119,5 minutos, quando
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associado com a proteina de ligacdo GHBP (Amit e col., 1993). Essas
informacdes sdo importantes para entender a disponibilidade do GH no sangue
e o tempo de sua internalizacdo nos tecidos através da ligacdo ao receptor. A
meia vida do receptor de coelho e rato, também é curta (t1/2 = 29,7 — 44,5
minutos) (Amit e col.,, 1993). Dessa forma, analisando essas informacdes,
podemos considerar que a eutanasia apos 45 minutos da injecdo se mostra um
intervalo adequado para 0 experimento, embora seja interessante testar

diferentes tempos, para entender melhor a farmacodindmica dessas proteinas.

Neste trabalho, o ensaio de biodistribuicio mostrou que ambas as
proteinas se dispersaram de forma similar para todos os 6rgaos, porém néao
houve diferenca estatistica entre as proteinas, em nenhum tecido.
Observamos, nos dois casos, que alguns tecidos apresentam uma maior
contagem em alguns tecidos como rim, bexiga, estdmago, possivelmente,
relacionada a excrecao do GH. Quando avaliamos a biodistribuicdo no cérebro,
também ndo houve diferenca estatistica entre as proteinas, porém,
curiosamente, quando avaliamos a contagem do cérebro total identificamos um
nivel elevado dos dois radiomarcados, entretanto quando o hipotalamo é
analisado separadamente podemos observar que na contagem dos niveis dos
radiomarcados houve uma diminuicdo. Uma possivel explicacdo seria que o
acesso dessas proteinas, entre sangue e SNC, se faz por difusdo simples, ja
gue essa passagem ocorre de forma rapida, em menos de 45 minutos, e assim,
sem a necessidade do receptor. Entretanto, se faz necessario a continuidade

desses estudos.

Com a finalidade de entender melhor a dispersdo dessas proteinas no
cérebro, foi realizado um ensaio para obter imagens da localizacdo anatdémica
do mGH e G118R-mGH por SPECT-CT. Os resultados obtidos revelaram a
presenca de ambos radiomarcados em diversas regides do cérebro.
Observamos que em apenas 2 minutos ja ocorreu a internalizacdo e dispersao
das proteinas, reforcando a hipotese acima. E importante ressaltar a
significAncia estatistica quando se compara ambas as proteinas, além de ter
uma significancia estatistica alta em relagdo aos diferentes tempos. Dessa
forma, em 2 minutos obtivemos uma diferenca estatistica com significancia de

*P= 0,0114, com 5 minutos obtivemos uma diferenca estatistica com
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significancia de *P= 0,0322, e com 10 minutos obtivemos uma diferenga
estatistica com significancia de **P= 0,0085. A contagem de atividade nas
regides varia entre os tempos, sendo que em 2 minutos as maiores atividades
estdo no hipotalamo, a amigdala esquerda e o tronco cerebral. Em 5 minutos a
maior atividade esta no tronco cerebral. Ja no tempo de 10 minutos as maiores
atividades estdo no mesencéfalo esquerdo, no caso do mGH, e no hipotalamo,
no caso do G118R-mGH.

Com relacdo a atuacdo do GH nessas regides, sua localizacdo no
hipotadlamo tem como atuacdo em neurdnios hipofisiotrépicos que regulam a
secrecao hipofisaria do préprio GH por meio de feedbacks negativos curtos,
além de atuar na resposta ao estresse (Donato e col., 2021). No caso da
amigdala sua atuacdo regula os comportamentos, emocdes, informacdes
limbicas e monitoramento de valéncia (Donato e col., 2021). Além disso, outros
estudos descrevem um eixo grelina-GH na amigdala, para controle da
formacdo da memdria do medo, como transtorno de estresse pos-traumatico
(Meyer e col., 2014; Gisabella e col., 2016). No caso do mesencéfalo, é uma
regido que conecta o cerebelo e tronco encefalico, que sdo regides muito
importantes para a acao do GH. No caso do cerebelo, € uma regido que possui
uma grande quantidade de GHR, principalmente nas células purkinje. Dessa
forma, caso ocorra uma degeneracdo cerebelar, o GH atua no processo de
neurodegeneracdo da regido, inclusive restaurando as funcbes motoras
(Lincoln e col, 1994; Wu e col., 2020). No caso do tronco cerebral, sua atuacao
esta vinculada com a regulacdo da respiracéo e resposta ventilatoria a hipoxia
(Furigo e col., 2017; Wasinski e col., 2020; Silva e col., 2022). Outra regido
importante em que o GH atua é o hipocampo, melhorando na funcdo de
memoria e aprendizado espacial, através da manutencao celular e induzindo a

plasticidade sindptica (Juarez-Aguilar e col., 2022).

Com os resultados obtidos nos experimentos, embora a hipétese da
passagem das proteinas, entre sangue e SNC, ndo depende do receptor, seja
valida, ainda é necesséario estudar mais a fundo essa questdo, ja que ainda

existem muitas duvidas sobre como ocorre a passagem de proteinas pela BHE.

Observamos também, que em todos os tempos avaliados, curiosamente,

0 G118R-mGH apresenta maior contagem de atividade em praticamente todas
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as regides, com excecao do mesencéfalo esquerdo e do hipocampo esquerdo
no tempo de 10 minutos, conforme analisado através da cinética de permeacao
nas regibes. E possivel que quando o GH se liga ao receptor, inicie uma via de
degradacado que dissocia o iodo, logo a contagem da atividade do 31-mGH
passa a ficar menor quando comparada com a do 123-G118R-mGH. Além
disso, o0 G118R-mGH se mantém na regido extracelular, lembrando que é
esperado que essa molécula ndo seja internalizada pela célula. Esse resultado,
de certa forma, faz sentido, ja que entre todas as regibes cerebrais que
expressam GHR indicadas neste estudo, a regido hipotalamica é a mais
responsiva ao GH, considerando nucleos chaves como ARH, PVH, VMH, DMH,
e dos neurdnios AgRP, como podemos observar no resultado no tempo de 10

minutos.

A metodologia de radiomarcacao apresentou alta eficiéncia na obtencéo
de radiomarcados. No caso dos ensaios in vivo, obtivemos resultados muito
promissores, poréem ambos se encontram em fase inicial e necessitam de
continuidade do estudo. Seria importante demonstrar a farmacocinética das
proteinas, utilizando tempos diferentes de eutanasia, aumentando o nimero de
animais, para uma avaliacdo estatistica mais precisa, e realizar ensaio de

imunohistoquimica para confirmar como ocorre o transporte do GH no cérebro.

7. CONCLUSOES

Nesse trabalho foi realizada a producdo de mGH e de seu antagonista
G118R-mGH, com uma mutacdo, em um aminoacido bastante conservado, e
uma sintese inédita de ambos os produtos utilizando células humanas
cultivadas em suspensao.

Com base nos resultados obtidos, concluimos que a escolha do vetor
plasmidial pcDNA 3.4 TOPO demonstrou ser uma opc¢ao viavel para a sintese
de proteinas recombinantes. Além disso, a técnica de producao foi efetiva na
expressao transiente de mGH e G118R-mGH proporcionando uma quantidade
de material final, com pureza, aceitavel para estudos em animais, a partir dos

resultados da caracterizacdo e purificacdo por sistemas de cromatografia.
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O bioensaio realizado com camundongos lit/lit para avaliacdo bioldgica
do mGH e G118R-mGH foi efetivo e a atividade biolégica ou poténcia do mGH,
do controle positivo hGH e do grupo heterozigoto apresentaram resultados
similares, j@ o G118R-mGH nado apresentou atividade nas condi¢cfes
estudadas. No entanto, para confirmar uma atividade inibitéria ou antagonista
do G118R-mGH séo necesséarios mais estudos. Logo, esse estudo se encontra
em fase inicial e possui a necessidade de uma continuidade, visando um
aprimoramento na metodologia, principalmente em relagdo a quantidade
injetada e o intervalo das aplicacoes.

Com relacdo aos testes de radiomarcacdo do mGH e do G118R-mGH
com 13 e 123 a metodologia apresentou alta eficiéncia, de acordo com o
resultado da cromatografia por SPECT, ultrapassando uma porcentagem de
pureza acima de 90%.

A atuagdo do GH no SNC e seu transporte da corrente sanguinea pela
BHE, estdo cada vez mais sendo investigados, porém ainda existe uma
dificuldade em obter respostas claras. Quanto aos ensaios in vivo, de
biodistribuicio e SPECT-CT, embora se encontrem em fases iniciais e
possuem a necessidade de uma continuidade, podemos concluir que existe
uma diferenca de atividade entre mGH e G118R-mGH e que isso,
possivelmente, esta relacionada com o GHR, deixando claro a sua importante
acao sobre as regides cerebrais responsivas ao GH.

Em geral, os ensaios desenvolvidos nesse trabalho possibilitam novas
concepcdes e aplicagcbes metodologicas, visando ndo s6 a producdo, mas

também uma melhor compreenséao da acao fisiologica do mGH e G118R-mGH.
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