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RESUMO 

 
Neste trabalho foi desenvolvida pela primeira vez uma estratégia de 

purificação com duas etapas, uma cromatografia de troca iônica e uma 

cromatografia líquida de alta eficiência em fase-reversa (RP-HPLC), para obter 

um hTSH derivado de CHO (r-hTSH-IPEN), que mostrou-se rápida e prática, 

permitindo um rendimento de 70% e uma pureza > 99%. 

Um aumento de ~60% na produtividade de r-hTSH-IPEN foi observado 

quando condições de cultura celular foram alteradas de 5% de CO2 para ar 

(0,03% CO2). A qualidade dos produtos obtidos em ambas as condições foi 

avaliada com relação à estrutura dos N-glicanos, aos isômeros de carga e à 

atividade biológica em comparação com a única preparação comercial conhecida 

(Thyrogen®) e com uma preparação de referência de origem hipofisária (p-hTSH) 

do “National Hormone and Pituitary Program” (NIDDK, EUA). 

Os N-glicanos identificados nas preparações recombinantes foram do tipo 

complexo, apresentando estruturas bi-, tri- e tetra- antenárias, algumas 

fucosiladas, sendo 86-88% sialiladas com níveis variáveis. As três estruturas mais 

abundantes foram monosialiladas, representando ~69% de todas as formas 

identificadas nas três preparações. A principal diferença foi encontrada em termos 

de antenaridade, com 8-10% mais estruturas bi-antenárias na ausência de CO2 e 

7-9% mais estruturas tri-antenárias na presença de CO2. No caso do p-hTSH 

foram identificadas estruturas do tipo complexo, com alta-manose e híbridas, a 

maioria delas contendo resíduos terminais de ácido siálico e/ou sulfato. As duas 

estruturas mais abundantes contem um ou dois resíduos de sulfato, sendo que no 

primeiro caso ele inesperadamente se liga a uma galactose. A porcentagem de 



ligação do ácido siálico à galactose nas conformações  α2-3 e  α2-6  foi de 68 ± 

10% e 32 ± 10% respectivamente. 

Não foram observadas diferenças fundamentais nos isômeros de carga, 

nas três preparações recombinantes, os perfis da focalização isoelétrica 

mostrando seis bandas distintas no intervalo de pI de 5,39 a 7,35. Uma 

distribuição consideravelmente diferente, com várias formas na região ácida, foi 

observada, no entanto, para duas preparações hipofisárias. 

Uma bioatividade ligeiramente superior (p <0,02) foi encontrada para o r-

hTSH-IPEN obtido na presença de CO2 quando as preparações foram analisadas 

com boa precisão por um simples bioensaio em dose única; esta atividade, no 

entanto, não é significativamente diferente da atividade do Thyrogen, as duas 

preparações sendo 1,6 e 1,8 vezes mais potentes do que a preparação de 

referência (p-hTSH). 

Podemos concluir que, pelo menos para o caso dos r-hTSH derivados de 

CHO, diferentes condições de cultivo não afetam significativamente as estruturas 

dos N-glicanos, distribuição de isómeros de carga ou atividade biológica. 

Thyrogen e r-hTSH-IPEN, quando comparados com p-hTSH-NIDDK, 

apresentaram cerca de 7% de aumento da massa molecular determinada por 

MALDI-TOF-MS. Esta técnica, que permite uma avaliação exata da massa do 

heterodímero, apresentou valores de MR de 29611, 29839 e 27829, 

respectivamente. 

Diferenças  significativas  foram  encontradas  entre  o  r-hTSH  e  o  p-

hTSH  pelo  que  se  refere às propriedades hidrofóbicas, avaliadas por RP-HPLC. 

Também foram observadas diferenças relacionadas à composição de 

carboidratos, principalmente de ácido siálico e galactose, tendo sido encontrado 

um menor teor destes resíduos no p-hTSH. 
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ABSTRACT 
 

A  novel,   fast   and   practical  two-step  purification  strategy,  consisting  of  a  

classical  ion  exchange  and  a  reversed-phase  high  performance  liquid 

chromatography (RP-HPLC), for  rapidly  obtaining  CHO-derived  hTSH, was  set  

up providing r-hTSH with 70% yield and > 99% purity. 

A consistent increase of ~60% in the secretion yields of r-hTSH-IPEN was 

observed by changing cell culture CO2 conditions from 5% CO2 to air environment 

(0.03% CO2). The overall quality of the products obtained under both conditions 

was evaluated for what concerns N-glycan structure, charge isomers and 

biological activity in comparison with a well known recombinant biopharmaceutical 

(Thyrogen®) and with a pituitary reference preparation (p-hTSH) from National 

Hormone and Pituitary Program (NIDDK, USA). 

The N-glycans identified in the recombinant preparations were of the 

complex type, presenting bi-, tri- and tetra-antennary structures, sometimes 

fucosylated, 86-88% of the identified structures being sialylated at variable levels. 

The three most abundant structures were monosialylated glycans, representing 

~69% of all identified forms in the three preparations. The main difference was 

found in terms of antennarity, with 8-10% more bi-antennary structures obtained in 

the absence of CO2 and 7-9% more tri-antennary structures in its presence. In the 

case of p-hTSH, complex, high-mannose and hybrid N-glycan structures were 

identified, most of them containing sialic acid and/or sulphate terminal residues. 

The two most abundant structures were shown to contain one or two sulphate 

residues, one of which unexpectedly bound to galactose.  The sialic acid-

galactose linkage was  also  determined,  having  found  that  68 ± 10%  was in 

the α 2,6 and 32 ± 10% in the α2,3 conformation. 



No remarkable difference in charge isomers was observed between the 

three recombinant preparations, the isoelectric focusing profiles showing six 

distinct bands in the 5.39 - 7.35 pI range. A considerably different distribution, with 

more forms in the acidic region, was observed, however, for two native pituitary 

preparations. When analyzed via a simple and precise single-dose bioassay, a 

slightly higher bioactivity (p<0.02) was found for r-hTSH-IPEN obtained in the 

presence of CO2. This potency however, was not significantly different from that of 

Thyrogen, the two preparations being 1.6-1.8-fold more potent than the reference 

preparation of p-hTSH. We can conclude that, at least for the case of CHO-derived 

r-hTSH, different production processes do not greatly affect its N-glycan 

structures, charge isomer distribution or biological activity. 

Thyrogen and r-hTSH-IPEN, when compared to p-hTSH-NIDDK, presented about 

a 7% increased relative molecular mass (MR) determined by MALDI-TOF-MS 

analysis. This technique, allowing accurate heterodimer mass determinations, 

provided MR values of 29611, 29839 and 27829, respectively. Significant 

differences in hydrophobic properties, evaluated by RP-HPLC, were found for r-

hTSH and p-hTSH. Also differences related to carbohydrate moiety, mainly in the 

amount of sialic acid and galactose, were found for these preparations, a much 

lower content of these sugar residues being observed in p-hTSH.
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1 INTRODUÇÃO 
 
A glicoproteína objeto do presente estudo é a tireotrofina. A tireotrofina 

humana (hTSH) é um hormônio sintetizado pelas células basófilas (tireotropos) da 

hipófise anterior que controla a diferenciação morfológica e a atividade metabólica 

das células tireoideanas, regulando a biossíntese e secreção dos hormônios 

tireoideanos, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). A síntese e secreção do hTSH é 

regulada por dois fatores opostos: por um lado, o hormônio liberador de hTSH (TRH), 

produzido pelo hipotálamo, atua sobre os tireotropos estimulando a síntese e 

secreção de hTSH enquanto os hormônios tireoideanos por sua vez atuam 

decrescendo a resposta dos tireotropos ao TRH. O papel fisiológico do TSH inclui o 

estímulo de funções tireoideanas tais como a captação e organificação do iodo, 

produção e liberação de iodotironinas pela tireóide e a promoção do crescimento 

desta glândula. Este hormônio também atua protegendo da apoptose as células 

tireoideanas e ocupa um papel crítico na ontogenia (77). 

O TSH tem alto interesse clínico, seja em aplicações diagnósticas que 

terapêuticas e tem sido amplamente utilizado, há mais de 40 anos, para avaliação 

clínica da função tireoideana, para melhorar a qualidade e a interpretação de testes 

utilizados na medicina nuclear para a tireóide, no tratamento do bócio multinodular e 

de outras patologias e no diagnóstico e tratamento de câncer de tireóide (5, 6, 8, 35, 
46, 47, 55, 64, 65, 72, 83). 

Antes do advento da tecnologia de DNA recombinante eram utilizadas, na 

prática clínica, preparações de TSH bovino (bTSH), uso que foi abandonado em 

virtude das reações adversas que causavam (40, 41) e do desenvolvimento de 

anticorpos ao TSH humano, interferindo nos ensaios de TSH e afetando 

adversamente a função tireoideana. Também limitado tornou-se o uso de 

preparações de TSH derivadas da hipófise de cadáveres (p-hTSH), especialmente 

em virtude dos sérios riscos de contaminação por vírus ou prions (doença de 

Creutzfeld-Jacob, AIDS, hepatite, por exemplo), além das dificuldades ético-legais 

para obtenção de hipófises de cadáveres. Atualmente, apenas preparações 

recombinantes são utilizadas. Uma única preparação de hTSH, derivada de células 
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de ovário de hamster Chinês (CHO), Thyrogen, da Genzyme Therapeutics, está 

disponível comercialmente. 

Vários usos do hTSH recombinante (r-hTSH) tem sido propostos e estudados 

(Tabela 1). O r-hTSH teve seu uso aprovado nos Estados Unidos, em 1998 e na 

Europa, em 2001. O uso clínico de r-hTSH foi aprovado principalmente para a 

monitoração diagnóstica e terapia de pacientes com câncer de tireóide. O 

procedimento padrão para pacientes com carcinoma da tireóide é a tireoidectomia 

total, seguida da administração de iodo 131I (ablação com radioiodo) como uma 

terapia adjuvante contra qualquer tumor oculto e para destruir qualquer tecido de 

tireóide remanescente. Após a tireoidectomia, os pacientes são submetidos à terapia 

de reposição dos hormônios tireoideanos para restaurar um estado clinicamente 

eutireoideo. O acompanhamento e a monitoração dos pacientes com carcinoma da 

tireóide se faz, em geral, através da medição da tireoglobulina (Tg) no soro e do 

mapeamento de corpo inteiro após administração de 131I. Uma pré-condição para 

estes testes é a presença de níveis altos de TSH no soro, que asseguram ampla 

produção de Tg e captação e estocagem de radioiodo pelas células tumorais da 

tireóide. A elevação do nível sérico de TSH pode ser obtida endogenamente, através 

da suspensão da terapia dos hormônios tireoideanos, ou exogenamente, pela 

administração de hTSH. No último caso, a morbidez e os efeitos deletérios 

decorrentes do hipotireoidismo induzido pela suspensão da terapia hormonal podem 

ser evitados, proporcionando uma melhor qualidade de vida aos pacientes. 
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Tabela 1 Usos potenciais do r-hTSH. De: Sugino, 2006 (72) 

• Seguimento de câncer de tireóide (uso indicado e aprovado pelo FDA) 

         Estímulo para teste de tireoglobulina e mapeamento de corpo inteiro  

• Tratamento de câncer da tireóide 

         Estímulo para ablação com radioiodo 

         Adjuvante à quimioterapia 

• Detecção de câncer de tireóide 

         Estímulo para o 18-fluordeoxiglicose (18-FDG) em PET 

• Avaliação clínica da função tireoideana 

         Diagnóstico de hipotireoidismo 

         Diagnóstico diferencial de hipotireoidismo primário e secundário 

         Diagnóstico da diminuição da reserva tireoideana 

• Avaliação da estrutura-função da tireóide 

         Função do receptor do TSH 

         Estudo das proteínas da tireóide e iodotironinas 

• Mapeamento da tireóide 

         Melhoramento da qualidade do mapeamento da tireóide e de sua interpretação 

• Tratamento com radioiodo 

         Tratamento de tireotoxicoses e de bócio 

• Preparação de reagentes de imunoensaios (padrões e traçadores) 

• Testes laboratoriais de bioatividade de TSH 
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O TSH humano tem estrutura dimérica, sua molécula contendo duas 

subunidades (α e β), não covalentemente ligadas. A subunidade α contém 92 

aminoácidos com 5 pontes dissulfeto contribuindo para sua estrutura terciária e a 

subunidade β  contém 118 aminoácidos com 6 pontes dissulfeto (Tabela 2 e Figura 

1) (62, 77). As cadeias de carboidratos no hTSH recombinante constituem 15-25% 

de seu peso. Ambas as subunidades são glicosiladas, com duas cadeias de 

oligossacarídeos de ligação-N na subunidade α, localizadas na metade C-terminal da 

molécula, na asparagina 52 e 78 e uma na subunidade β, na asparagina 23. Os 

oligosacarídeos da subunidade α são particularmente importantes na ação do hTSH 

durante a tradução pós-receptor do sinal (81), enquanto a glicosilação da subunidade 

β é essencial para sua estabilidade e secreção (79). As duas cadeias na subunidade 

α tem funções intracelulares diferentes; o sítio de glicosilação 78 tem um papel na 

integridade do hormônio pois os oligossacarídeos ligados à Asn 78 participam no 

“folding” da subunidade β, enquanto os ligados ao sítio de glicosilação 52 aumentam 

a estabilidade do heterodímero sendo, portanto, importante para a associação das 

duas subunidades no heterodímero de hTSH intacto (9, 20). 

 

Tabela 2 Propriedades das subunidades α e β de hTSH. De: Ribela, 2006 (62) 

Propriedade Subunidade α Subunidade β 

Estrutura primária 92 aa 118 aa 

Aminoácido N-terminal Ala Phe 

 
 

Pontes dissulfeto 
(Cys-Cys) 

  7-31 
10-60 
28-82 
32-84 
59-87 

  2-52 
16-67 

 19-105 
27-83 
31-85 
88-95 

Sítios de N-glicosilação Asn 52 
Asn 78 

 
Asn 23 

 
 
 



 5

Subunidade alfa 
Ala Pro Asp Val Gln Asp Cys Pro Glu Cys 10

Thr Leu Gln Glu Asn Pro Phe Phe Ser Gln 20

Pro Gly Ala Pro Ile Leu Gln Cys Met Gly 30

Cys Cys Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro 40

Leu Arg Ser Lys Lys Thr Met Leu Val Gln 50

Lys Asn Val Thr Ser Glu Ser Thr Cys Cys 60

Val Ala Lys Ser Tyr Asn Arg Val Thr Val 70

Met Gly Gly Phe Lys Val Glu Asn His Thr 80

Ala Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr His 90

Lys Ser         92

52 

78 

 

Subunidade beta 
Phe Cys Ile Pro Thr Glu Tyr Thr Met His 10 

Ile Glu Arg Arg Glu Cys Ala Tyr Cys Leu 20 

Thr Ile Asn Thr Thr Ile Cys Ala Gly Tyr 30 

Cys Met Thr Arg Asp Ile Asn Gly Lys Leu 40 

Phe Leu Pro Lys Tyr Ala Leu Ser Gln Asp 50 

Val Cys Thr Tyr Arg Asp Phe Ile Tyr Arg 60 

Thr Val Glu Trp Pro Gly Cys Pro Leu His 70 

Val Ala Pro Tyr Phe Ser Tyr Pro Val Ala 80 

Leu Ser Cys Lys Cys Gly Lys Cys Asn Thr 90 

Asp Tyr Ser Asp Cys Ile His Glu Ala Ile   100 

Lys Thr Asn Tyr Cys Thr Lys Pro Gln Lys   110 

Ser Tyr Leu Val Gly Phe Ser Val     118 

23 

Figura 1-Estrutura primária das subunidades α e β de hTSH. De: Szkudlinski, 2002 (77) 
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Um aspecto importante na produção de glicoproteínas com potencial uso 

terapêutico é a sua glicosilação e heterogeneidade de glicoformas. 

A glicosilação é uma modificação pós-traducional sendo um processo de 

múltiplas etapas envolvendo centenas de enzimas. No processo de biossíntese in 

vivo, os carboidratos são inicialmente ligados a um lipídeo de cadeia longa (dolicol 

fosfato) e então transferidos à cadeia polipeptídica nascente. Isto ocorre no retículo 

endoplasmático. Aí ocorre uma série de reações catalisadas por exoglicosidases. O 

processamento dos oligosacarídeos continua no compartimento de Golgi catalisado 

por diferentes exoglicosidases e glicosiltransferases levando às estruturas complexas 

de carboidratos. Os oligossacarídeos basicamente podem estar ligados 

covalentemente a um resíduo de asparagina (Asn), glicosilação-N, ou à serina (Ser) 

ou treonina (Thr), glicosilação-O. No hTSH não há glicosilação –O. 

Os oligossacarídeos do hTSH recombinante compreendem um núcleo 

pentassacarídeo (Man3GlcNAc2) ligado a um resíduo de asparagina de uma 

sequência de aminoácidos (“sequon”) Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer 

aminoácido exceto prolina (Figura 2), com a adição variável de resíduos de açúcar 

de fucose, galactose, ácido siálico e N-acetil glucosamina. No caso do hTSH natural 

também são encontrados resíduos de N-acetil galactosamina e sulfato. Morelle e 

colaboradores (51) observaram que os N-glicanos do r-hTSH são diferentes em cada 

sítio de glicosilação e que os N-glicanos fucosilados estão presentes apenas na 

subunidade α, na Asn-52. Hiyama e colaboradores (36) observaram no p-hTSH que 

os componentes sulfatados/sialilados foram predominantes em ambos os sítios de 

glicosilação da subunidade α. Com base na natureza e na localização dos resíduos 

de açúcar adicionados ao núcleo, os glicanos podem ser classificados em três sub-

grupos: os glicanos que possuem somente resíduos de manose ligados à estrutura 

do núcleo são chamados de “alta manose” ou “oligomanose”, os glicanos que contem 

N-acetilglucosamina na região da antena são chamados do “tipo complexo” e os que 

contem ambos os resíduos, manose e N-acetilglucosamina, ligados ao núcleo são do 

“tipo híbrido” (50) (Figura 3).  
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Figura 2 Núcleo de um N-glicano. De: Butler, 2006 (11) 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 3 Tipos de glicosilação-N. De: Butler, 2006 (11) 
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Tem sido mostrado que os glicanos tem um papel fundamental na associação 

das subunidades, na secreção, no “clearance” metabólico, na atividade biológica e 

na imunoreatividade do hormônio. A remoção de uma pequena parte das cadeias de 

carboidratos do TSH resulta na perda quase total da atividade do hormônio, 

enquanto com relação a atividade de ligação ao receptor não há nenhuma perda, 

podendo até ocorrer um aumento desta atividade. Estudos com o TSH usando 

tunicamicina para inibir a glicosilação, sugeriram que os oligossacarídeos são 

necessários para prevenir a agregação intracelular e a degradação das subunidades 

(4). No caso de eliminação da galactose foi mostrado que este monossacarídeo não 

afeta a atividade do hormônio, enquanto a eliminação de N-acetil glucosamina reduz 

severamente a bioatividade in vivo do r-hTSH (80). 

A composição terminal dos carboidratos possue importante papel na 

depuração metabólica in vivo do hTSH. De fato, os resíduos terminais de ácido 

siálico tem mostrado influenciar a bioatividade do hTSH recombinante, sendo a 

sialilação terminal responsável por proteger os hormônios de um “clearance” renal 

rápido, pois evitam o seu reconhecimento pelo receptor de asialo glicoproteínas, na 

superfície das células do fígado, que são as principais responsáveis pelo “clearance” 

sangüíneo das glicoproteínas (34). Sendo assim, preparações com baixo teor de 

ácido siálico permanecem um tempo menor na circulação comparadas àquelas com 

maior teor de ácido siálico e menor será sua atividade biológica in vivo (74, 75, 76, 
77, 80, 81, 82). Por outro lado, a atividade biológica in vitro foi demonstrada ser 

inversamente proporcional ao grau de sialilação (12, 33). Este efeito da sialilação na 

bioatividade in vitro do hTSH deve-se provavelmente ao fato de que quanto menos 

ácido siálico, maior a afinidade do hTSH ao seu receptor (74). 

A variabilidade no conteúdo de ácido siálico ou de sulfato, ambos de carga 

negativa, causam uma heterogeneidade de carga no hTSH, o que leva a um perfil de 

focalização isoelétrica complexo (94). Szkudlinski e colaboradores (77) mostraram 

uma variação no ponto isoelétrico (pI) do hTSH recombinante em função do 

conteúdo de ácido siálico de 6,2 a 8,8 e mostraram que a amostra, sem ácido siálico, 

é homogênea, com um ponto isoelétrico de 8,8. Glicoformas do hTSH hipofisário 

variaram no intervalo de pH 6,8-8,3 (69). 
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A glicosilação é determinada pela estrutura primária da própria proteína e por 

uma cascata de modificações pós-transducionais realizadas pela célula hospedeira e 

conseqüentemente pode variar de hospedeiro para hospedeiro. Um exemplo 

representativo deste fato é a diferente estrutura das cadeias de açúcar do TSH 

humano recombinante produzido em células de ovário de hamster Chinês, que 

terminam em galactose-ácido siálico e do rec-hTSH produzido em células de insetos, 

que terminam em manose (Figura 4). Também uma mesma linhagem celular pode 

sintetizar diferentes estruturas dos carboidratos em moléculas que possuem a 

mesma seqüência de aminoácidos, como é por exemplo o caso das cadeias de alfa 

tireotrofina, alfa luteotrofina e alfa folitrofina que exibem diferentes padrões de 

glicosilação. Isto é devido à cadeia β (diferente para cada hormônio) que já estando 

acoplada à cadeia α, exerce sua influência nas glicosilações subseqüentes (78). 

 

 

 
Figura 4- Estrutura de N-glicanos em r-hTSH obtido em diferentes hospedeiros. 
De: Grossmann, 1997 (33) 
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Devido à complexa estrutura das glicoproteínas a sua síntese só pode ser 

obtida em sistemas de células eucariotas. Entre os sistemas eucariotas, levedura e 

plantas são incapazes de realizar glicosilação complexa como a dos mamíferos. As 

leveduras (Picchia pastoris ou Sacharomyces, por exemplo) realizam apenas 

glicosilação manosilada enquanto as plantas não possuem enzimas para processar a 

glicosilação-N  das  cadeias  de  oligossacarídeos  terminando em galactose (Gal) 

e/ou ácido  siálico  (NeuAc).  No  caso  de células  de insetos  estas  não  adicionam  

N-acetilglucosamina (GlcNAc), Gal ou NeuAc (42, 61).  

As células mais usadas na produção de proteínas recombinantes utilizadas 

em terapia humana são as células de ovário de hamster Chinês (CHO), 

principalmente em virtude destas terem um crescimento rápido e possuírem  

mecanismo de glicosilação muito semelhante ao das células humanas, podendo 

executar a complexa glicosilação necessária para a atividade biológica. Uma 

diferença entretanto encontrada entre estas células e as humanas é relativa à 

sialilação: as células de origem humana sialilam nas conformações α2,3 e α2,6, 

enquanto as células CHO tem deficiência de um gene codificando a enzima α2,6 

sialiltransferase, apresentando apenas ácido siálico terminal em conformação α2,3. 

As células CHO também não possuem sulfotransferases, enzimas responsáveis pela 

sulfatação do carboidrato N-acetilgalactosamina. Sendo assim, uma das terminações 

mais comuns das glicoproteínas humanas de origem hipofisária, o sulfato, não existe 

nos produtos derivados de células CHO. 

Diversos sub-clones das células CHO, utilizando tecnologia de seleção e 

amplificação específica, tal como, por exemplo, aquela baseada no DHFR (sistema 

diidrofolato redutase), tornaram-se sistemas de expressão padrão. Uma linhagem 

celular CHO DHFR- mutante é transfectada com um vetor contendo o gene de 

interesse junto com o gene marcador DHFR. A seleção ocorre na ausência dos 

nucleosídeos hipoxantina e timidina e a amplificação do gene é realizada por 

exposição da célula a concentrações crescentes de Metotrexato (MTX), que inibem a 

atividade da enzima DHFR. Desta forma, a célula para sobreviver precisa amplificar 

continuamente a porção de DNA que contém o gene do DHFR e conseqüentemente, 

acaba amplificando também o gene de interesse (43). 
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Tem sido reportado na literatura que diferentes condições da cultura celular 

podem afetar a glicosilação das proteínas recombinantes em vários níveis, levando a 

produtos com diferentes características, como peso molecular, ponto isoelétrico, 

hidrofobicidade ou atividade biológica (3, 10, 11, 26, 27, 28, 39, 58, 67, 93). Várias 

alterações das estratégias de cultivo tem sido reportadas visando aumentar a 

produtividade de proteínas recombinantes derivadas de células CHO. Os 

rendimentos em proteínas de interese são diretamente proporcionais ao número de 

células viáveis e à longevidade da cultura celular. O crescimento celular ocorre em 

quatro fases: fase lag, log, estacionária e fase de declínio. Estratégias de controle da 

proliferação celular são realizadas na fase mediana ou na fase mais tardia do 

crescimento exponencial. A produção da proteína é dependente da fase do ciclo 

celular, sendo a fase G1 aquela de maior produção. Sendo assim, estratégias do 

cultivo celular que bloqueiam as células na fase G1 tem sido exploradas para 

aumentar a produtividade e sobrevida durante produções baseadas em cultura de 

células CHO (42, 48). A otimização do bioprocesso tem sido alcançada em resposta 

à alteração na temperatura de cultivo (23, 24, 68, 70, 91), no nível de oxigênio 

dissolvido (84 e 85), no pH do meio (95), no dióxido de carbono dissolvido (CO2) (86) 

ou nos aditivos ao meio (14, 66, 73, 89). Não há na literatura estudos sobre o efeito 

destes fatores em relação à tireotrofina. No presente trabalho, com relação à 

estratégia de cultivo de células CHO produtoras de tireotrofina, dois destes fatores 

serão abordados: temperatura e CO2. 

Tem sido amplamente descrita na literatura a influência da temperatura na 

produção de diversas proteínas recombinantes como Anticorpo IL-2 (Interleucina-2) 

(68, 70), α-amilase (25), Eritropoietina (84, 85, 87, 89, 90, 91), hGM-CSF (human 

granulocyte-macrophage colony-simulating factor) (22, 23), Interferon-β (66), 

Interferon-γ (24) e SEAP (secreted alkaline phosphatase) (37). Linhagens de células 

de mamíferos são usualmente cultivadas a 37oC. Vários trabalhos mostram que a 

redução da temperatura de cultivo resulta na diminuição da taxa de crescimento 

celular, no aumento da longevidade da cultura e em uma maior  produtividade da 

proteína recombinante (22, 68, 70, 87). Um processo ideal de produção é aquele em 

que ocorre uma fase de proliferação inicial, onde um nível desejável de densidade 
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celular é atingido, seguida de uma fase de produção na qual as células tem uma taxa 

de crescimento baixa enquanto a produção específica da proteína de interesse é 

mantida em um nível alto e estável. Para um eficiente aumento de produtividade de 

proteínas recombinantes tem sido estudadas estratégias de cultura bifásica, que 

consistem de uma fase inicial de crescimento celular projetada para maximizar a 

biomassa e de uma fase de produção estendida, otimizada. Assim, a fase de 

proliferação das células ocorre a 37°C e a fase de produção ocorre em temperaturas 

menores (28-33°C). Com este procedimento, quando ocorre a mudança de 

temperatura as células são bloqueadas na fase G1 do ciclo celular (22,  23, 68, 84, 
85, 87). Células bloqueadas na fase G1 do ciclo celular são metabolicamente mais 

ativas e maiores no tamanho do que células não bloqueadas (7, 13). Por estas 

razões, a fase G1 do ciclo celular é considerada a ideal para incrementar a 

produtividade da proteína de interesse. Os mecanismos pelos quais esta 

produtividade é aumentada em baixas temperaturas são ainda pouco entendidos, 

apesar de recentes estudos terem demonstrado que uma temperatura reduzida leva 

a uma resposta coordenada envolvendo ciclo celular, maquinaria de transcrição e 

transdução e arranjo celular (citoesqueleto) (1, 42, 87). Um metabolismo reduzido 

associado à baixa temperatura leva a um retardo no início de apoptose e ajuda o 

prolongamento da fase estacionária/produção. A redução de temperatura ainda leva 

a um aumento dos níveis de mRNA devido ao aumento da transcrição do gene de 

interesse ou ao aumento da estabilidade do mRNA. Em condições de hipotermia 

discreta, a qualidade dos produtos recombinantes já descritos na literatura com 

relação à distribuição de isoformas, conteúdo de ácido siálico e atividade biológica in 

vivo é mantida. É importante ressaltar que os efeitos da temperatura na 

produtividade da proteína variam entre clones, linhagens celulares e proteínas. 

Outro importante fator a ser avaliado nos estudos de otimização da produção 

de proteínas recombinantes é a concentração de dióxido de carbono (CO2). Há 

evidências na literatura que o CO2 inibe o crescimento de células CHO de uma 

maneira dose-dependente (38). Um crescimento celular inicial lento seguido da 

cessação do crescimento foi observado por Yoon e colaboradores (86) quando 

células CHO foram cultivadas na ausência quase total de CO2 (0,03% CO2). O 
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crescimento das mesmas células numa atmosfera de 5 % CO2 não sofreu inibição.  A 

produção  da eritropoietina  recombinante  (r-EPO) foi maior na condição de 0,03% 

CO2 do que sob 5% CO2. Células CHO incubadas sob atmosfera de 5% CO2 e no ar 

(0,03% CO2) foram analisadas quanto ao ciclo celular e foi mostrado que após 48 

horas de cultivo a porcentagem de células na fase G0/G1 dobrou, no caso da 

condição de 0,03 % CO2, enquanto na condição de 5% CO2 permaneceu 

praticamente constante. Com relação à qualidade da proteína produzida nestas duas 

condições não foram observadas diferenças tanto na análise da bioatividade in vivo, 

por ensaio da medida de reticulócitos, como também no perfil de distribuição do peso 

molecular, analisado por Western blot. Com base nessas observações estes 

mesmos autores propuseram uma estratégia bifásica para o cultivo das células CHO 

produtoras da eritropoietina em que mantinham as células sob atmosfera de 5% de 

CO2 durante a fase de proliferação celular e reduziam o nível de CO2 na fase de 

produção da proteína, prolongando portanto a permanência das células na fase G1. 

Nestas condições foi observado um aumento na produtividade da eritropoietina 

recombinante de 2,2 vezes e uma diminuição no número de células de ~40% com 

relação à condição padrão, isto é 5% CO2, durante as duas fases do processo. 

Estes mesmos autores ainda fizeram considerações sobre a possibilidade do 

CO2  afetar o metabolismo das células CHO via mudanças no pH da cultura celular, 

uma vez que se sabe que um dos papeis do CO2 no cultivo in vitro de células de 

mamíferos é manter o pH da cultura em 6,9 – 7,4, o que é conseguido com 5% de 

CO2. Ao realizarem um estudo simulando uma elevação de pH, via adição de 

bicarbonato de sódio, os autores observaram que não houve aumento da produção 

de EPO, nas condições de 5% CO2, enquanto, a produção de EPO aumentou 

proporcionalmente à quantidade de bicarbonato de sódio adicionada, nas condições 

de CO2 reduzida. A partir destes resultados concluiram, portanto, que as alterações 

na produtividade da EPO não se devem apenas à mudanças de pH. 

É preciso ainda observar que no aumento de escala da produção de uma 

proteína recombinante, em bioreatores, a pressão parcial de CO2 (pCO2) pode 

facilmente ultrapassar níveis correspondentes ao range fisiológico (31-54 mmHg). 

Vários trabalhos reportados na literatura (17, 18, 30, 95) verificaram que aumentando 
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a pCO2 acima de 105 mmHg, sob pH e osmolaridade (~350 mOsm/Kg) controlados, 

ocorre uma inibição do crescimento celular e uma redução na produtividade da 

proteína. Alterações da qualidade da glicoproteína recombinante relativas à sialilação 

foram reportadas com o aumento de pCO2. Grampp e colaboradores (29) e Zanghi e 

colaboradores (92) observaram, em pCO2 elevadas, um decréscimo da sialilação. 

Com excessão dos estudos aqui relatados, não há outros estudos relativos à 

influência da redução de CO2 na produção de glicoproteínas recombinantes em 

células de mamíferos. 

Para o desenvolvimento de um processo consistente e robusto de produção 

de uma proteína recombinante fica claro, à luz do acima exposto, a necessidade de 

se conhecer a influência das condições de bioprocesso e do hospedeiro na qualidade 

do produto, juntamente com o incremento da produtividade.  
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1.1 Objetivo 
 

O objetivo do presente trabalho foi estudar a influência do hospedeiro (CHO) 

e da estratégia de cultivo destas células nas estruturas glicídicas e propriedades 

moleculares da tireotrofina humana, juntamente com o aumento da produtividade. 

Para tanto, duas estratégias de cultivo foram estudadas: 

 Variação do nível de CO2

 Variação da temperatura 

Preparações recombinantes e de origem hipofisária foram estudadas no que 

se refere à massa molecular, à hidrofobicidade relativa, à atividade biológica, à 

distribuição de isômeros de carga e à composição e estrutura de carboidratos. Este 

estudo é de grande importância para o controle do produto final obtido, 

especialmente no que se refere à sua potência. Também podemos considerar que, 

alterando de uma maneira controlada os parâmetros mencionados, possam ser 

obtidas isoformas de hTSH (superagonistas ou antagonistas) de interesse clínico ou 

para a pesquisa sobre a estrutura-função deste hormônio. 
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2   MATERIAL E MÉTODOS 
 

2.1 MATERIAL 
 
2.1.1 Preparações hormonais utilizadas 
- hTSH de origem hipofisária (p-hTSH NIDDK, hTSH-SIAFP-B2) produzido e 

fornecido pelo “National Hormone and Pituitary Program” (Torrance, CA, EUA). 

- hTSH de origem hipofisária (p-hTSH NOR), produzido e fornecido pelo Dr. 

Peter A. Torjesen do “Aker University Hospital” (Oslo, Noruega). 

- hTSH derivado de células de ovário de Hamster Chines (CHO) (Thyrogen®), 

produzido por “Genzyme Corporation” (Cambridge, EUA) e fornecido pela 

Collect (São Paulo, SP, Brasil). 

- hTSH derivado de células CHO, produzido no laboratório de Hormônios do 

Centro de Biotecnologia do IPEN-CNEN/SP (hTSH IPEN), a partir de células 

CHO, deficientes no gene da enzima diidrofolato redutase (DHFR), (linhagem 

mutante DXB-11), co-transfectadas com vetores dicistrônicos (pEDdc-α e 

pEAdc-β-TSH) e submetidas à amplificação gênica com metotrexato (MTX) 

(57). 

 

 

2.1.2 Material utilizado no cultivo celular 
 
2.1.2.1 Meios de cultura 

-  “Minimum Essential Medium” (α-MEM) Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 

- “Serum Free Medium” (CHO-S-SFM II), com nucleosídeo (hipoxantina e 

timidina), Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 
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2.1.2.2 Material plástico estéril 
- Garrafas de 75 e 225 cm2, Corning Costar Corp. (NY, EUA). 

- Pipetas de 2, 5, 10 e 25 mL, Corning Costar Corp. (NY, EUA). 

- Placas de petri de 20 cm2, Corning Costar Corp. (NY, EUA). 

- Sistema de filtração de 500 mL, 0,22µm, Corning Costar Corp. (NY, EUA). 

- Tubos criogênicos de 2 mL, Corning Costar Corp. (NY, EUA). 

- Tubos para centrífuga de 15 e 50 mL, Corning Costar Corp. (NY, EUA). 

 
2.1.2.3 Outros reagentes 
- Anfotericina B, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 

- Bicarbonato de sódio p.a., Sinth (São Paulo, Brasil). 

- Gentamicina, Schering-Plougt (Rio de Janeiro, Brasil). 

- Metotrexato (MTX), Sigma (St. Louis, MO, EUA). 

- Penicilina – Streptomicina, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 

- Soro fetal bovino dialisado (SFBd), Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 

- Tripsina, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA). 

 
 
2.1.3  Material utilizado no processo de purificação e análise do hTSH 
 
2.1.3.1 Colunas cromatográficas 
 a) Coluna de vidro utilizada em cromatografia clássica 

- Coluna XK (20cm X 16mm DI), GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra). 

b) Colunas de aço inoxidável utilizadas em cromatografia líquida de alta 

eficiência (HPLC) 

- Coluna TSK G 2000 SW (60 cm X 7,5 mm D.I.), acoplada a uma pré-coluna 

SW (7,5 cm x 7,5 mm DI), Tosohaas (Montgomeryville, PA, EUA), para HPLC 

de exclusão molecular. 
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- Coluna C4, 214 TP54 (25 cm X 4,6 mm D.I.), acoplada à pré-coluna 214 FSK 

54 (5 µm, 1,0cm X 4,6 mm D.I.), Vydac Separations Group (Hesperia, CA, 

EUA), para HPLC de fase reversa analítica. 

- Coluna C4, 214 TP510 (25 cm X 10 mm D.I.), acoplada à pré-coluna 214 FSK 

54 (5 µm, 1,0cm X 4,6 mm D.I.), Vydac Separations Group (Hesperia, CA, 

EUA), para HPLC de fase reversa semi-preparativa. 

 
 
2.1.3.2 Resinas cromatográficas 
- Resina cromatográfica SP Sepharose Fast Flow (SPFF), GE Healthcare 

(Buckinghamshire, Inglaterra), para cromatografia clássica. 

- Sílica gel, grupo funcional Diol, tamanho das partículas 10 µm e poros de 125 

Å, Tosohaas (Montgomeryville, PA, EUA), para HPLC de exclusão molecular. 

- Sílica com grupos de ligação butil alifático, tamanho das partículas 5 µm e 

diâmetro dos poros de 300 Å, Vydac Separations Group (Hesperia, CA, EUA) 

para HPLC de fase reversa. 

 
 
2.1.3.3 Reagentes químicos 
- Acetonitrila grau HPLC, Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA). 

- Acetato de sódio, Merck (São Paulo, Brasil). 

- Ácido Acético, Labsynth (São Paulo, Brasil). 

- Cloreto de Sódio p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Fosfato de sódio monobásico p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Fosfato de sódio bibásico p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Metanol, grau HPLC, Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA). 

 
 
 
 
 



 19

2.1.4  Material utilizado nos imunoensaios 
 
2.1.4.1 Anticorpos 
- Anticorpo monoclonal (mAB) anti hTSH (anticorpo de detecção utilizado no 

radioensaio), fornecido pelo Netria, North East Thames Region Immunoassay 

Unit (Londres, Inglaterra). 

- Anticorpo policlonal anti hTSH acoplado a celulose (anticorpo de captura, fase 

sólida), fornecido pelo Netria, North East Thames Region Immunoassay Unit 

(Londres, Inglaterra). 

 
2.1.4.2 Reagentes para marcação do anticorpo de detecção 
- Cloramina T p. a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Iodeto de Potássio p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Metabissulfito de Sódio, Carlo Erba (São Paulo, Brasil). 

- Na125I comercial livre de carregadores e oxidantes, com atividade específica 

de 11100-22200 MBq/mL (300-600 mCi/mL), Nordion Europe S.A. (Fleurus, 

Bélgica). 

 
2.1.4.3  Outros reagentes 
- Azida Sódica, Sigma (St. Louis, EUA). 

- Controles de qualidade para imunoensaios baseados em sangue humano, 

Lyphochek Immunoassay Plus control (1, 2, 3), Bio Rad (Invinu, CA, EUA). 

- Fosfato de sódio monobásico p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Fosfato de sódio bibásico p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Soro albumina bovina (BSA) RIA Grade (fração V), Sigma (St. Louis, EUA). 

- Tween 20, Sigma (St. Louis, EUA). 
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2.1.5  Material utilizado no ensaio biológico 
- Camundongos machos da linhagem isogênica Balb-C, com peso de 22 - 30g, 

oriundos do Biotério de Criação e Manutenção de Animais de Laboratório do 

IPEN/CNEN – SP. 

- Microtubos de homo-polímero, de 1,5mL, Axygen (Union City, CA, EUA). 

- Pipeta Pasteur de vidro, Corning (New York, EUA). 

- Sal de sódio de 3,3',5-triiodo-L-tironina (T3), Sigma (St. Louis, MO, EUA). 

- Sistema de radioimunoensaio para dosagem de tiroxina total (T4), RIA Coat-A-

Count® Total T4, Diagnostic Products Corporation (DPC) (Los Angeles, CA, 

EUA). 

 
2.1.6  Material utilizado na focalização isoelétrica 
- Ácido Acético p.a., Labsynth (São Paulo, Brasil). 

- Ácido fosfórico p.a., Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA). 

- Anfolina, pH 3,5 - 9,5, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra) 

- Bisacrilamida, Merck (São Paulo, Brasil). 

- Coomassie Brilliant Blue R 250, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra). 

- Dodecil Sulfato de Sódio (SDS), GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra). 

- Glicina, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra). 

- Hidróxido de sódio p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Marcador para focalização isoelétrica, pH 3,0 – 10, GE Healthcare 

(Buckinghamshire, Inglaterra). 

- Membrana de PVDF (0,2 µm), Sequi-Blot – Biorad (Hercules, CA, EUA). 

- Metanol p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

- Persulfato de amônio, Merck (São Paulo, Brasil). 

- TRIS-base, GE Healthcare, (Buckinghamshire, Inglaterra). 

 
2.1.7  Material utilizado no ensaio de dosagem de proteína total 
- Kit micro BCA, Pierce (Rockford, EUA). 

- Placas de microtitulação com fundo em “U”, Dynatech (Chantilly, EUA). 
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2.2  Equipamentos e acessórios principais 
- Agitador magnético modelo 258, Fanem (São Paulo, Brasil). 

- Agitador rotatório de tubos (“rotator”), fornecido pelo laboratório NETRIA, 

North East Thames Region Immunoassay Unit (Londres, Inglaterra). 

- Agitador rotatório tipo vortex, modelo 162, Marconi (São Paulo, Brasil). 

- Aparelho de cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC), modelo SCL-10A, 

acoplado a um detector de UV SPD-10AV e a um programa de computador 

Class VP, Shimadzu (MD, EUA). 

- Aparelho para dosagem de glicose Accu-Check Active, Roche (Boeringher, 

Mannhein, Alemanha). 

- Autoclave vertical, modelo 103, Fabbe-Primar (São Paulo, Brasil). 

- Balança analítica, modelo H20T, Mettler (Zurich, Suíça). 

- Balança analítica, modelo P100N, Mettler (Zurich, Suíça). 

- Balança analítica, modelo M5AS, Mettler (Zurich, Suíça). 

- Bomba peristáltica modelo P-1, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra). 

- Câmera de Neubauer, Boeco (Hamburg, Alemanha). 

- Centrífuga, modelo LS-3 plus, Celm (São Paulo, Brasil). 

- Centrífuga refrigerada automática modelo Super Speed RC – 2B, Sorvall 

(Newtown, Connecticut, EUA). 

- Coletor de frações, modelo Frac-200, GE Healthcare (Buckinghamshire, 

Inglaterra). 

- Contador gama tipo "poço", com troca automática de amostra, modelo Cobra 

auto-gama, eficiência aproximada para 125I de 80%, Packard Instrument 

Company (Illinois, EUA). 

- Destilador de água, modelo 016, Fabbe-Primar (São Paulo, Brasil). 

- Estufa de cultura celular, modelo 3159, Forma Scientific (Marietta, Ohio, EUA). 

- Fluxo Laminar classe II A/B 3, modelo 1140, Forma Scientific (Marietta, Ohio, 

EUA). 

- Fonte de alta tensão para eletroforese ECPS 3000/150, GE Healthcare 

(Buckinghamshire, Inglaterra). 
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- Fonte de alta tensão para eletroforese EPS 600, GE Healthcare 

(Buckinghamshire, Inglaterra). 

- Freezer –20ºC, modelo 0651, Prosdócimo (São Paulo, Brasil). 

- Freezer –40ºC, modelo AB 240, Metalfrio (São Paulo, Brasil). 

- Freezer –80ºC, modelo 8425, Forma Scientific (Marietta, Ohio, EUA). 

- Leitor de placas de microtitulação modelo MR400 (Dynatech, Bethesda, EUA). 

- Liofilizador, modelo Dura Stop – TDS – 3 DURA DRY, FTS Systems (Stone 

Ridge, EUA). 

- Medidor digital de pH, modelo 420A, Orion (Boston, MA, EUA). 

- Membrana para diálise modelo SnakeSkin, 3.500 MWCO, Pierce (Rockford, 

IL, EUA). 

- Membranas de filtração de 0,22 µm, Millipore (Bedford, MA, EUA). 

- Microscópio invertido, modelo ID 03, Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha). 

- Refrigerador duplex, modelo 320 clear, Brastemp (São Paulo, Brasil). 

- Refrigerador com porta de vidro modelo VE 730, Metalfrio (São Paulo, Brasil). 

- Sistema de purificação de água Milli-Q plus, Millipore (Bedford, EUA). 

- Tubos de poliestireno para imunoensaios (7,5x1,2 cm), EMTEL (São Paulo, 

Brasil). 

- Sistema de focalização isoelétrica Multiphor II, GE Healthcare 

(Buckinghamshire, Inglaterra). 

- Sistema de transferência semi-seco Hoefer TE 70, GE Healthcare 

(Buckinghamshire, Inglaterra). 
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2.3 MÉTODOS 
 

2.3.1  Cultura celular 
 O cultivo de células CHO produtoras de hTSH foi realizado em três condições: 

 
a- Condição padrão de produção de hTSH 
 As células CHO transfectadas (~106 células) foram cultivadas a 37ºC e 

atmosfera de 5% de CO2, em frascos de 225 cm2 com 40 mL de meio de cultura α-

MEM contendo 10% de soro fetal bovino dialisado (dFBS). Durante 

aproximadamente cinco dias as células foram mantidas nesse meio até atingirem 

80% de confluência. Após a confluência, o meio foi substituído por meio CHO-S-SFM 

II suplementado com penicilina/estreptomicina (50 µg/mL), gentamicina (40 µg/mL), 

anfotericina B (0,25 µg/mL) e metotrexato MTX (0,1µM). O meio de cultura (sem 

soro) de diferentes frascos foi trocado e coletado diariamente, centrifugado a 1000 x 

g por 5 minutos, sendo as células removidas e o sobrenadante coletado e 

armazenado a -20ºC. Durante todo o cultivo, o hTSH produzido foi quantificado 

mediante ensaio imunorradiométrico (IRMA). 

 
 

b- Variação da temperatura na fase de produção do hTSH 
O esquema de cultivo das células CHO produtoras de hTSH utilizado neste 

caso é apresentado na Tabela 3. Para este tipo de cultivo, foram seguidos os 

mesmos passos da produção na condição padrão, até as células atingirem 80% de 

confluência, quando então a temperatura foi reduzida para 30°C, assim 

permanecendo até o final do processo de produção. Após um dia de adaptação das 

células à nova condição de temperatura, o meio α-MEM foi trocado para meio SFM-

II. O meio de cultura (sem soro) de diferentes frascos foi trocado e coletado 

diariamente e centrifugado a 1000 x g por 5 minutos, sendo as células removidas e o 

sobrenadante coletado armazenado a -20ºC. O hTSH coletado durante todo período 

de produção foi quantificado via IRMA. 
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Tabela 3 Esquema de cultivo utilizado para células CHO produtoras de hTSH 

  

Fase de crescimento 
das células CHO 

Meio α-MEM 

 

Fase de produção 
de hTSH 

Meio SFM-ΙΙ 
 

Condição 1 
 

37°C 
 

37°C 
 

 

Condição 2 
    37°                                30°C  

 Até confluência       Adaptação 
      (3-5 dias)                 (1 dia) 
 

30°C 
Coletas diárias 

(20 dias) 
 
 
 
c- Variação de CO2 na fase de produção de hTSH 

O esquema de cultivo das células CHO produtoras de hTSH, utilizado neste 

caso, é apresentado na Tabela 4. Para este tipo de cultivo, foram seguidos os 

mesmos passos da produção na condição padrão, até as células atingirem 80% de 

confluência quando então o CO2 foi reduzido de 5% para 0,03%, assim 

permanecendo durante todo período de produção. Após um dia de adaptação das 

células à nova condição de CO2, o meio α-MEM foi substituído por meio CHO-SFM 

II. O meio de cultura (sem soro) de diferentes frascos foi trocado e coletado 

diariamente e centrifugado a 1000 x g por 5 minutos, sendo as células removidas e o 

sobrenadante coletado armazenado a -20ºC. O hTSH coletado durante todo período 

de produção foi quantificado via IRMA. 

 
Tabela 4 Esquema de cultivo utilizado para células CHO produtoras de hTSH 

  

Fase de crescimento 
das células CHO 

Meio α-MEM 

 

Fase de produção 
de hTSH 

Meio SFM-ΙΙ 
 

Condição 1 
 

5% CO2

 

5% CO2
 

 

Condição 2 
      5% CO2                   0,03% CO2 

  Até confluência      Adaptação 
      (3-5 dias)                (1 dia) 
 

0,03% CO2
Coletas diárias 

(20 dias) 
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d-  Análises 
 Em todos os experimentos descritos anteriormente o número de células foi 

contado diariamente em câmera de Neubauer, após a tripsinização das células e a 

homogeneização da suspensão celular. 

 A concentração de glicose (mg/dL) no meio de cultura condicionado foi medida 

em um aparelho digital “Accu-Check Active”, cujo range de leitura é de 0-400 mg/dL. 

 O pH do meio de cultura condicionado foi medido diretamente em um pHmetro 

digital, a temperatura ambiente (25oC). 

 
 
2.3.2  Purificação 
 O processo de purificação do hTSH empregado neste trabalho consistiu 

de duas etapas cromatográficas, uma cromatografia clássica de troca iônica seguida 

de uma cromatografia líquida de alta eficiência de fase reversa. 

 
a- Cromatografia de troca iônica (catiônica) 

Em uma purificação típica, o meio condicionado, após ter seu pH acertado para 

5,0, foi aplicado a uma coluna de 2,6 cm de diâmetro X 10 cm de altura, contendo a 

resina SP Sepharose Fast Flow (SPFF) (resina de troca catiônica), previamente 

equilibrada em 0,02M de acetato de sódio, pH 5,0 com 0,05M de NaCl. Após 

lavagens sucessivas (cinco volumes de coluna no mínimo) com este mesmo tampão, 

as proteínas foram eluídas neste mesmo tampão com um gradiente linear de NaCl 

(0,05M a 0,25M). O fluxo utilizado foi de 200 mL/h e  as  frações coletadas foram de 

5 mL. 

 
b- Cromatografia líquida de alta eficiência em fase reversa semi-preparativa 
(RP-HPLC) 

O pool das frações contendo hTSH, detectado por IRMA, resultante da 

primeira etapa de purificação, foi concentrado para 10 mL em um dispositivo filtrante 

de centrífuga Amicon Ultra-15 e aplicado a uma coluna C4 semi-preparativa de fase 

reversa. A coluna, conectada a um HPLC, foi mantida a 25ºC e foram usados na fase 
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móvel dois tampões A e B (tampão A: fosfato de sódio 0,05M pH 7,0 e tampão B: 

50% de A + 50% de acetonitrila). A eluição das proteínas foi realizada com um 

gradiente linear de 25 a 100% de tampão B, durante 40 minutos. Um fluxo de 

trabalho de 2,5 mL/min e detecção por luz ultra-violeta (UV) no comprimento de onda 

de 220nm foram utilizados. O pool final foi dialisado contra tampão fosfato de sódio 

0,02M, pH 7,0, contendo 0,15M NaCl e 5mg/mL de glicina. Após a diálise, o hTSH foi 

liofilizado sob vácuo controlado entre 100-200mT na fase primária e sob vácuo 

máximo na fase secundária para retirada da umidade residual. 

 
 
2.3.3 Avaliação da proteína de interesse 
 
2.3.3.1 Cromatografia líquida de alta eficiência (HPSEC e RP-HPLC) 

A avaliação qualitativa e quantitativa do rec-hTSH, nas diferentes etapas do 

processo de purificação e no meio condicionado, foi realizada por técnica de 

cromatografia líquida de alta eficiência de exclusão molecular (HPSEC) e em fase 

reversa (RP-HPLC) (16, 52, 63). Em ambas, a detecção foi feita mediante luz 

ultravioleta (UV), no comprimento de onda de 220nm. 

No caso da HPSEC, a técnica de eluição foi isocrática tendo sido utilizada 

como fase móvel o tampão fosfato de sódio 0,02M, pH 7,0 contendo cloreto de sódio 

0,15M,  sendo o fluxo de trabalho de 1,0 mL/min.  

Na RP-HPLC a coluna foi mantida a 25ºC e foram usados na fase móvel dois 

tampões A e B (tampão A: fosfato de sódio 0,05M, pH 7,0 e tampão B: 50% de A + 

50% de acetonitrila). Um gradiente linear de 25 a 100% de tampão B foi estabelecido 

durante 40 minutos, com fluxo de trabalho de 0,5 mL/min.  

Tanto em HPSEC quanto em RP-HPLC a determinação do tempo de retenção 

e a quantificação se fez sempre comparativamente à preparação recombinante 

comercial Thyrogen (Genzyme). 
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2.3.3.2 Ensaio imunorradiométrico (IRMA) do rec-hTSH 
A cada ensaio uma curva dose-resposta é determinada relacionando a fração 

ligada de anticorpo marcado com 125I (cpm) com concentrações conhecidas de hTSH 

(µUI/mL), no intervalo de 0,15 – 100 µUI/mL (56, 60). Os seguintes reagentes são 

adicionados simultaneamente e mantidos por 16 horas (“overnight”) a temperatura 

ambiente, em um agitador rotatório de tubos (“rotator”): 

100 µL de amostra padrão ou de amostra desconhecida; 

50 µL de 125I – mAB anti-hTSH (~ 60000 cpm); 

300 µL de tampão fosfato de sódio 0,05M, pH 7,4 contendo 1% de BSA e 0,5% de 

Tween 20; 

50 µL de fase sólida (anticorpo anti-hTSH acoplado à celulose). 

A seguir são adicionados 2,0 mL de tampão de lavagem (fosfato de sódio 

0,05M, pH 7,4 + 0,1% de azida sódica + 0,5% tween 20) e a separação entre a 

fração livre e a fração ligada se dá por centrifugação a 5000 X g por 30 min a 4ºC, 

sendo esta etapa de lavagem repetida por duas vezes. Em todos os ensaios foram 

utilizados paralelamente preparações comerciais de controle de qualidade com 

diferentes níveis de concentração de hTSH. Todas as amostras são incubadas em 

duplicata. 

 
2.3.3.3 Determinação de proteína total 

A concentração de proteína total foi estimada usando o método “Micro BCA”. 

Este consiste na detecção colorimétrica e quantificação da proteína total em solução 

diluída após reação com ácido bicinconínico (BCA). A cada ensaio é determinada 

uma curva padrão de calibração que relaciona diferentes concentrações de soro 

albumina bovina (BSA) pura (0,5 - 200 µg/mL) com a absorvância correspondente, 

no comprimento de onda de 540nm. Os seguintes reagentes são adicionados 

simultaneamente  em  cada poço de placas de microtitulação: 125 µL de amostra; 

125 µL de reagente de trabalho. O reagente de trabalho é constituído por: 50% 

solução A (carbonato de sódio, bicarbonato de sódio, tartarato de sódio e hidróxido 

de sódio); 48% solução B (solução aquosa de ácido bicinconínico 4%) e 2% solução 

C (sulfato cúprico penta-hidratado 4%). 
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2.3.4  Atividade biológica mediante ensaio in vivo 
A atividade biológica das preparações de hTSH foi avaliada em um ensaio in 

vivo em camundongos Balb C (19), no qual o T4 induzido pelo hTSH é determinado 

por radioimunoensaio (RIA) utilizando um kit da Diagnostic Products Corporation 

(DPC). Após supressão do TSH endógeno por administração, durante cinco dias, de 

T3 (3 mg/mL) dissolvido em água do bebedouro dos camundongos, uma única dose 

(10 µg) de hTSH por animal é injetada intraperitonealmente. Seis horas após esta 

injeção é coletada uma amostra de sangue do plexo retro-orbital, na qual é dosado o 

T4. Em cada ensaio são utilizados seis animais para cada preparação.  

 
 
2.3.5  Espectometria de massa MALDI-TOF 

A massa molecular de amostras de hTSH (~20-30 pmoles de cada hormônio) 

foi determinada por espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 

Desorbtion Ionization-Time of Flight mass espectrometry) no laboratório 

Commonwealth Biotechnologies Inc. (Richmond, VA, EUA). A espectrometria de 

massa foi realizada em um espectrômetro de massa Voyager DE, operando no modo 

linear do íon-positivo, utilizando o ácido sinapínico (AS) como matriz (solução 

saturada de AS em 50% de acetonitrila/0,1% de ácido trifluoroacético). 

 
 

2.3.6  Distribuição de isômeros de carga 
A distribuição de isômeros de carga de amostras de hTSH, foi obtida por 

focalização isoelétrica. Nesta técnica eletroforética as proteínas migram até 

encontrar um pH no meio eletroforético que seja correspondente ao seu ponto 

isoelétrico. Para que isto ocorra é necessário que seja estabelecido um gradiente de 

pH entre o anodo e o catodo. Tal gradiente é formado pela migração rápida de certas 

substâncias poliméricas denominadas anfólitos. A focalização isoelétrica foi feita em 

gel de poliacrilamida a 6%, utilizando anfólitos de pH 3,5 – 9,5. Durante trinta minutos 

foram utilizados 500 volts para proporcionar um gradiente de pH no gel. As amostras 

focalizam utilizando 1500 volts durante uma hora. Em cada corrida eletroforética 
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utiliza-se um marcador de ponto isoelétrico no intervalo de 3,5 - 9,5. As bandas 

protéicas resultantes da focalização são transferidas, via eletroblotting, a uma 

membrana de PVDF por duas horas, utilizando 25 volts. A visualização das bandas é 

conseguida após mergulhar a membrana, durante 2 minutos, em solução corante 

Coomassie Brilliant Blue R250. 

 
 
2.3.7 Análise da porção glicídica do hTSH 
 
2.3.7.1 Análise composicional 

O número de nmoles de açúcar por µg de proteína de cada um dos seguintes 

monossacarídeos que compõem a parte glicídica do hTSH foi determinado: Fucose, 

N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, galactose, manose e ácido neuramínico 

ou siálico. Para esta determinação foram utilizadas cromatografia gasosa e 

espectrometria de massa (GC/MS) para separação e análise dos monossacarídeos 

após sua liberação mediante metanólise acídica. Estas análises foram realizadas no 

“Complex Carbohydrate Research Center de Atlanta (EUA)”. 

 
2.3.7.2 Análise estrutural 

As análises das estruturas dos carboidratos ligados à asparagina (N-glicanos) 

que compõem as diferentes preparações de hTSH em estudo foram realizadas após 

clivar os glicanos com a glicosidase PNGase F de F. meningosepticum, separá-los 

da proteína e marcá-los com ácido amino benzóico fluorescente (4-ABA). Após a 

marcação, os carboidratos foram analisados por HPLC em fase-normal, usando uma 

coluna de TSK-gel Amide-80 (4,6 X 250 mm, 5 µm; TOSOH Bioscience, Stuttgart, 

Alemanha). Os tempos de retenção dos picos detectados foram comparados aos 

tempos de retenção de padrões de açúcares comerciais da Dextra Laboratories 

(Residing, Inglaterra) e Glyko (Novato, CA, EUA). As análises foram realizadas em 

colaboração com o “Department of Biotechnology, University of Natural Resources 

and Applied Life Sciences , Vienna, Austria”. 
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2.3.7.3 Análise da ligação do ácido siálico à galactose nas conformações 

α2-3 e α2-6 na preparação hipofisária. 

Para esta análise foram utilizadas lectinas com afinidades específicas para o 

acido siálico (Neu5 Ac) ligado em conformação α2-3 (Neu5 Ac α2-3 ) e em 

conformação α2-6 (Neu5 Ac α2-6) à galactose. Para a detecção da interação dos N-

glicanos foi usado um anticorpo anti-hTSH biotinilado posteriormente conjugado à 

estreptavidina. O TSH foi tratado ou com uma neuraminidase ativa nas duas ligações 

ou com a neuraminidase predominantemente específica para ligação α2-3. Esta 

determinação foi realizada no laboratório “Proteodynamics” (Saint Beauzine, França). 
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3 RESULTADOS  
 
3.1 Obtenção do rec-hTSH IPEN 
 
3.1.1 Condições de cultivo das células CHO produtoras de hTSH 
 
3.1.1.a- Variação da temperatura 
 

Neste estudo, tanto na condição um como na condição dois de cultura das 

células CHO, não foram observadas diferenças de comportamento nas duas 

temperaturas analisadas quanto ao pH e à glicose. 

O número de células nos primeiros quatro dias de cultivo foi maior na 

temperatura de 37°C, tornando-se praticamente igual nos dias subseqüentes (Figura 

5A). 

Durante os cinco primeiros dias de cultivo, a concentração de hTSH no meio 

de cultura foi maior a 30°C, tornando-se inferior nos quatro dias subseqüentes 

(Figura 5B).  

Quanto à produtividade específica (Figura 5C), na temperatura de 37°C, nos 

primeiros quatro dias, a produtividade média de hTSH foi de 0,55µg 

hTSH/106cels./dia, tendo aumentado nos últimos cinco dias, chegando a 1,3µg 

hTSH/106cels./dia. Com a temperatura de 30°C ocorreu o contrário, houve uma 

maior produtividade de hTSH nos primeiros cinco dias (1,45µg hTSH/106cels./dia), do 

que nos quatro dias restantes (0,61µg hTSH/106cels./dia). 

Não observamos melhora significativa da produtividade de hTSH (µg/mL) com 

variação da temperatura de 37°C para 30°C e, por esta razão, este produto não foi 

purificado para posteriores análises. 



 32

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5 Variação do nº de células (A), da concentração (B) e da 
expressão específica de hTSH (C), na fase de produção, em diferentes 
condições de temperatura. (  ) 37°C; ( ) 30°C 
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3.1.1.b- Variação do nível de CO2

 
 Nas duas diferentes condições de cultivo em que o nível de CO2 foi variado, 

não foram observadas diferenças significativas relativas ao pH e à concentração de  

glicose.  

 Nos primeiros sete dias de cultivo o número de células foi levemente maior na 

presença de 5% de CO2, tornando-se menor nos treze dias subseqüentes (Figura 6).  

A concentração de TSH no meio de cultura foi, durante todo o tempo de 

produção, maior na ausência de CO2, especialmente do segundo ao décimo primeiro 

dia (Figura 7). 

Em relação à expressão específica de hTSH, nos primeiros dez dias de 

cultivo, ela foi substancialmente maior na ausência de CO2 (Figura 8).  

Uma avaliação qualitativa e quantitativa, mediante RP-HPLC, do hTSH 

presente no meio condicionado, em três ensaios independentes, mostrou idêntico 

comportamento cromatográfico para os dois produtos obtidos em condições 

diferentes e um aumento médio da produtividade de 61% na condição de CO2 

reduzida (Tabela 5, Figura 9).  
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Figura 6 Variação do número de células no meio de cultura ao longo de 20 dias, 
na fase de produção, em diferentes condições de CO2.  ( ) 5% CO2; ( ) sem 
CO2. 

Figura 7 Variação da concentração de TSH no meio de cultura ao longo de 20 
dias, na fase de produção, em diferentes condições de CO2.   ( ) 5% CO2; ( ) 
sem CO2. 
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Figura 8 Variação da expressão específica de TSH (µg / 106 cel./ dia), na fase de 

produção, em diferentes condições de CO2.  ( ) 5% CO2; ( ) sem CO2 . 
 
 
Tabela 5 Concentração de r-hTSH no meio condicionado, obtido com 5% de 
CO2 (+CO2) e em condições de CO2 reduzida (-CO2). 

 

 
Número 

do ensaio 

 

 
Rendimento  
 hTSH (+CO2) 

µg/L 
 

 

 
Rendimento 
hTSH (-CO2) 

µg/L 

 

 
Aumento de 

produtividade 
(%) 

 

1 
 

 

895 
 

1270 
 

42 

2 
 

909 1570 73 

3 546 925 69 
    

 
MEDIA ± DP = 61.3 ± 16.9

CV (%) = 27.5 
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Figura 9 Perfil de RP-HPLC do meio condicionado obtido em diferentes 
condições:      (A) 5% CO2; (B) 0,03% CO2. 
  ___ A220;     x-----x   Imunoatividade determinada via hTSH IRMA. 
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3.1.2  Purificação de r-hTSH 
 

Em uma purificação típica, o meio condicionado, contendo 0,6 µg de hTSH/mL 

(hTSH determinado por IRMA) e com uma fração de massa de hTSH da ordem de 

apenas 0,35%, foi aplicado a uma coluna de SP-Sepharose FF, obtendo-se um pool 

bastante enriquecido, com fração de massa de hTSH de 12,7% (Tabela 6 e Figura 10 

A). A recuperação desta etapa foi de 84% com um fator de purificação de 36 vezes. 

O controle de qualidade do pool selecionado nesta etapa foi feito mediante HPLC de 

exclusão molecular (HPSEC) e de fase reversa (RP-HPLC), sendo os perfis obtidos 

mostrados respectivamente nas Figuras 11 A e 12 A, onde se observa a presença de 

contaminantes com maior massa molecular que o hTSH (tR=12,4 min e 15,7 min) e 

com menor hidrofobicidade (tR <10 min). 

Na etapa posterior, utilizando uma coluna semi-preparativa de fase reversa 

(Figura 10 B), foi possível eliminar estes contaminantes como é mostrado nas 

Figuras 11 B e 12 B, onde uma pureza > 99% é mostrada nos dois sistemas 

analíticos, respectivamente HPSEC e RP-HPLC. Uma recuperação de 83% e um 

fator de purificação de ~8 vezes foram observados nesta etapa de purificação, cuja 

duração não ultrapassa 1 hora, além de dar origem a um produto relativamente 

concentrado (1,2 mg/mL).  

O produto  dialisado  e  liofilizado  não sofreu  praticamente perdas e houve 

um  aumento  mínimo das impurezas relacionadas ao produto, as quais ainda foram 

< 1,5% em HPSEC e < 3,5% em RP-HPLC.  
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Tabela 6  Purificação  de  hTSH recombinante, partindo de aproximadamente 
 10 L de meio condicionado. 

 

Etapa da 
Purificação  

 

Proteína total 1 
(mg) 

 

hTSH  
(mg) 

 

Rendimento 
da etapa 

(%) 

 

Fração de 
massa 

(%) 
 

 

Meio 
Condicionado 

  

 
1603,9 

 
5,67 2

 
100 

 
     0,35 

 

 

Eluato da 
troca catiônica 

  

 
    37,4 

 
4,76 3 

 

 
84 

 
 12,7 

Eluato da    
RP-HPLC 

 
        2,84 

 
2,95 3

 
83 

 
103,9 

1Estimado por BCA  
2Estimado por  RP-HPLC 
3Estimado por HPSEC 
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Figura 10 Estratégia de purificação do hTSH IPEN. (A) SP Sepharose FF (10 cm 
x 2,6 cm D.I.). (B) RP-HPLC semi-preparativa  (25 cm x 10 mm D.I.). Neste 
experimento a preparação referência de hTSH apresentou TR=31,3 min. 
  ___ A220;     x-----x   Imunoatividade determinada via hTSH IRMA. 
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Figura 11 Perfis obtidos em HPSEC dos pools obtidos em duas etapas de 
purificação: (A) Cromatografia catiônica em SP-Sepharose FF. (B) RP-HPLC 
semi-preparativa. Neste experimento a preparação referência de hTSH 
apresentou TR=18,06 min. 
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Figura 12 Perfis obtidos em RP-HPLC dos pools obtidos após as duas etapas 
de purificação: (A) Cromatografia catiônica em SP-Sepharose FF. (B) RP-HPLC 
semi-preparativa. Neste experimento a preparação referência de hTSH 
apresentou TR=32,83 min. 
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3.2 Análise das diferentes preparações de hTSH 
 
3.2.1 Massa molecular  
 
 As massas moleculares das preparações de r-hTSH (Thyrogen), r-hTSH-IPEN 

(+CO2) e p-hTSH-NIDDK foram determinadas por espectrometria de massa MALDI 

TOF, em dois ensaios independentes (Tabela 7). Uma alta precisão interensaio foi 

observada para estas determinações, com coeficientes de variação iguais ou 

menores a 1%. 

 Nesta determinação foi possível identificar simultaneamente a massa do 

heterodímero e de suas subunidades α e β. Observa-se uma diferença mínima entre 

a massa molecular determinada diretamente (experimental) para o heterodímero e 

aquela resultante da soma de suas  respectivas  subunidades,  1,7%  para o r-hTSH 

IPEN, 1,2% para o p-hTSH NIDDK e 0,6% para o r-hTSH Thyrogen. 

 A massa molecular do rec-hTSH-IPEN de 29839,4 mostrou similaridade 

(diferença de +0,77%) com a massa molecular do Thyrogen, ambas determinadas 

por espectrometria de massa MALDI-TOF, enquanto uma diferença de +7,2% foi 

detectada com relação à preparação hipofisária. Em relação ao valor teórico 

reportado para o Thyrogen, a diferença experimental observada foi de 0,16% o que 

confirma a excelente exatidão do método. 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 43

 
 
Tabela 7 Massa molecular relativa média (Mr) do heterodímero e subunidades 
relacionadas de diferentes preparações de hTSH, determinadas por 
espectrometria de massa MALDI TOF (n = 2 determinações independentes), em 
comparação com valores teóricos da literatura 

 

Preparação 
 

Subunidade α 

Mr ± DP 

 

 

Subunidade β 

Mr ± DP 

 

    

    Heterodímero 

                              Mr ± DP  

 experimental         α + β 

 
 
 

calc/exp
 

p-hTSH-NIDDK 
 

 

  13018,5 ± 355,7 
 

 14475,5 ± 21,8 
 

27829,0 ± 26,9         27494,0 
 

0,988 

r-hTSH-IPEN 
 

  13960,6 ± 55,9  15359,2 ± 73,3 29839,4 ± 208,7       29319,8 0,983 

r-hTSH-Thyrogen 
 

  13859,5 ± 58,7  15580,5 ± 0.71 29611,5 ± 176,1       29440,0 0.994 

Valor teórico para o 
Thyrogen (Cole, 1993) 
 

 

  13820 
 

 15840 
 

                           29660  
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3.2.2 Hidrofobicidade 
 

A Tabela 8 mostra a excelente reprodutibilidade dos tempos de retenção 

correspondentes  a quatro preparações de hTSH, com um  coeficiente  de variação  

≤ 0,6%. 

As três preparações recombinantes de hTSH, Thyrogen, IPEN (+CO2) e IPEN 

(-CO2), mostraram-se ligeiramente menos hidrofóbicas do que a preparação 

hipofisária (NIDDK), em análises por técnica de HPLC em fase reversa (RP-HPLC). 

A preparação r-hTSH-Thyrogen apresentou um tempo de retenção que é 1,23% 

menor do que o tempo de retenção da preparação hipofisária, enquanto no caso do 

r-hTSH-IPEN esta diferença foi de 1,17% e 1,38% respectivamente para as 

preparações  obtidas na presença e na ausência de CO2.  

Os três produtos recombinantes não apresentaram diferença significativa entre 

os tempos de retenção. Entretanto, as preparações recombinantes apresentaram 

tempos de retenção estatisticamente diferentes (p<0,02) do tempo de retenção 

encontrado para a preparação hipofisária (NIDDK). 

 
 

Tabela 8 Estatística dos tempos de retenção inter-dias para quatro diferentes 
preparações de hTSH, analisadas por RP-HPLC 

 

Preparações de hTSH 
 

tR ± DP (min)
 

CV 
(%) 

 

Diferença relativa à 
preparação hipofisária 

(%) 

 

Número de 
determinações

 

p-hTSH-NIDDK 
 

32,79 ± 0,186
 

0,57 
 

- 
 

6 
 

r-hTSH-Thyrogen 
 

32,39 ± 0,193
 

0,60 
 

-1,23 
 

6 
 

r-hTSH-IPEN (+CO2) 
 

32,41 ± 0,175
 

0,54 
 

-1,17 
 

6 
 

r-hTSH-IPEN (-CO2) 
 

32,37 ± 0,189
 

0,58 
 

-1,38 
 

6 
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3.2.3 Atividade biológica 
 

A atividade biológica das quatro preparações de hTSH avaliada em um ensaio 

in vivo em camundongos,  é apresentada na Tabela 9. A precisão intra-ensaio variou 

de 12,5% a 21,7%. 

 A Tabela 10 apresenta a potência das diferentes preparações de hTSH 

relativa à preparação de referência hipofisária (NIDDK) e à preparação de referência 

recombinante, Thyrogen. A preparação r–hTSH-IPEN (-CO2) foi menos ativa (p< 

0,02) do que a preparação r-hTSH-IPEN (+CO2), a qual foi equipotente (p> 0,05) ao 

Thyrogen. As três preparações recombinantes estudadas foram 1,25 , 1,6 e 1,8 

vezes mais potentes do que a preparação hipofisária, com níveis de significância de 

p< 0,05, p< 0,001 e p< 0,001 respectivamente. 

A atividade biológica absoluta, determinada considerando a potência de 4 

IU/mg para o Thyrogen (49), foi de 2,52, 4,6 e 3,2 IU/mg respectivamente  para  o   

pit-hTSH-NIDDK,  r-hTSH-IPEN (+CO2)  e   r-hTSH-IPEN (-CO2). 
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Tabela 9 - Bioensaio in vivo: níveis de T4 determinados por RIA após 
administração de hTSH à camundongos tratados com T3

 

Preparação 
 

Número de 
camundongos

 

T4  
(µg/dL)1

 

Desvio  
Padrão 

 

Coeficiente de 
variação (%) 

 

Salina 
 

 

6 
 

  n.d.2
 

___ 
 

___ 

p-hTSH-NIDDK 
 

6 2,0 0,31 15,5 

r-hTSH-Thyrogen 
 

6 3,2 0,40 12,5 

r-hTSH-IPEN (+CO2 ) 
 

6 3,6 0,78 21,7 

r-hTSH-IPEN (-CO2 ) 
 

6 2,5 0,40 15,8 
1 cada valor é a média das determinações de T4 no soro de 6 camundongos, cada soro 
sendo determinado em duplicata 
2 não detectável 
 
 
 
Tabela 10 - Bioensaio in vivo: potências de preparações de hTSH relativas aos 
padrões de referência NIDDK e Thyrogen 

 
Preparação 

 
Potência relativa à 

NIDDK 

 
Potência relativa à 

Thyrogen 
 

p-hTSH-NIDDK 
 

 

1,00 
 

 0,63 

r-hTSH-Thyrogen 
 

1,59 1,00 

r-hTSH-IPEN (+CO2 ) 
 

1,82 1,15 

r-hTSH-IPEN (-CO2 ) 
 

1,27 0,80 
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3.2.4 Distribuição dos isômeros de carga 
 

A análise dos isômeros de carga das diferentes preparações de hTSH foi feita 

mediante focalização isoelétrica (IEF), sendo os perfis encontrados mostrados na 

Figura 13. Uma grande heterogeneidade de cargas foi observada tanto para as 

preparações recombinantes (amostras 4, 5 e 6) quanto para as preparações 

hipofisárias (amostras 2 e 3). As preparações recombinantes apresentaram seis 

bandas, distribuídas entre pH 5,39 e pH 7,35, enquanto as hipofisárias mostraram 

oito ou nove bandas no intervalo de pH de 4,82 - 7,35. A principal diferença no perfil 

de bandas obtido para as preparações hipofisárias e recombinantes foi a presença 

de 2-3 isômeros de carga mais ácidos nas preparações hipofisárias. Não houve 

diferenças consideráveis nos perfis obtidos para as duas preparações IPEN 

originárias de cultivos em diferentes condições, bem como no Thyrogen. A maior 

parte do material, no caso das preparações recombinantes, focou em três bandas de 

pI 5,85,  6,20 e 6,63 e, no caso das preparações hipofisárias, em três bandas de pI 

4,82,  4,98 e 5,20. 
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Figura 13 Perfil de distribuição dos isômeros de carga de preparações de hTSH 

1 - marcadores de ponto isoelétrico 
2 - p-hTSH-NOR 
3 - p-hTSH -NIDDK 
4 - r-hTSH-Thyrogen 
5 - r-hTSH-IPEN (+CO2) 
6 - r-hTSH-IPEN (-CO2) 
7 - marcadores de ponto isoelétrico 
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3.2.5 Análise dos carboidratos 
 
3.2.5.a Análise composicional 
 

A percentagem de carboidratos encontrada em cada uma das preparações de 

hTSH analisadas foi de 14,5%, 20% e 6% respectivamente para o Thyrogen, r-hTSH-

IPEN e p-hTSH-NIDDK. 

A análise composicional de monossacarídeos destas três preparações de 

hTSH mostrou que a glicosilação das preparações recombinantes difere daquela da 

preparação hipofisária tanto na extenção quanto no tipo de glicosilação observada 

(Tabela 11). O nível total de glicosilação das preparações recombinantes é maior 

daquele encontrado para o hormônio hipofisário como visto pelas maiores 

quantidades de N-acetil glucosamina (GlcNAc) e Manose (Man) presentes. A N-acetil 

galactosamina (GalNAc) apareceu apenas na preparação hipofisária, um conteúdo 

de 0,12 nmoles/µg sendo determinado, valor este da mesma ordem daquele 

encontrado por Szkudlinski e colaboradores (74). Isto é consistente com a falta de N-

acetilgalactosamina transferase e sulfotransferase nas células CHO (15). Um maior 

conteúdo de Galactose (Gal), freqüentemente ligado ao ácido siálico e do próprio 

ácido siálico (NeuAc) nas preparações recombinantes com relação à preparação 

hipofisária foi também observado. O conteúdo de ácido siálico da preparação 

recombinante IPEN foi maior (2,4 vezes) do que o obtido para a preparação 

recombinante Thyrogen, e ambos foram maiores do que o conteúdo de ácido siálico 

da preparação hipofisária (3,6-8,6 vezes), sendo as porcentagens de ácido siálico 

por massa protéica 1,4%, 3,4% e 0,4% respectivamente para Thyrogen, r-hTSH-

IPEN e p-hTSH-NIDDK. 
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Tabela 11 Análise de monossacarídeos de preparações de hTSH 
recombinantes e hipofisária. 
 

 

Preparação 
 

GlcNAc 
nmol/µg 

 

Gal 
nmol/µg 

 

Man 
nmol/µg 

 

NeuAc 
nmol/µg 

 

GalNAc 
nmol/µg 

 

r-hTSH-Thyrogen 

 

 

0,267 

 

0,212 

 

0,171 

 

0,064 

 

------ 

r-hTSH-IPEN 

 

0,402 0,221 0,183 0,154 ------ 

p-hTSH-NIDDK 0,153 0,025 0,110 0,018 0,12 
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3.2.5.b Análise estrutural 
 

As Figuras 14, 15 e 16 e a Tabela 12 mostram as estruturas dos 

oligossacarídeos identificadas nas diferentes preparações recombinantes de hTSH 

estudadas, respectivamente, IPEN (-CO2 ), IPEN (+CO2 ) e Thyrogen. 

Os N-glicanos identificados são do tipo complexo, com estruturas bi-, tri- e 

tetra-antenárias e níveis variáveis de sialilação. Foram identificadas também 

espécies fucosiladas e não fucosiladas. 

As estruturas mais abundantes foram as biantenárias monosialiladas, 

representando ~69% de todas as formas identificadas nas três preparações 

recombinantes: N2G2S1, N2G1S1 e N2G2S1F. 

A maior parte dos carboidratos do r-hTSH são sialilados (86 – 88 %), com 

3,37; 3,61 e 3,57 moles de ácido siálico/moles de proteína nas preparações 

recombinantes r-hTSH-IPEN (-CO2 ), (+CO2 ) e Genzyme respectivamente. Entre as 

espécies sialiladas identificadas nas três preparações de hTSH analisadas (Figura 

17), observou-se que os glicanos bi-antenários são os mais freqüentes. O mesmo 

ocorreu entre as espécies neutras identificadas nas duas preparações IPEN. Por 

outro lado, no r-hTSH Thyrogen, as espécies neutras mais freqüentes são as tri-

antenárias (Figura 18). A preparação IPEN (-CO2) apresentou 8% mais espécies bi-

antenárias que a preparação IPEN (+CO2) e cerca de 10% mais que o Thyrogen. 

Esta diferença é principalmente relativa às espécies neutras, como pode ser 

observado na Figura 18. Por outro lado, a preparação IPEN (-CO2) apresentou 

aproximadamente duas vezes menos estruturas tri-antenárias que as duas outras 

preparações de hTSH. As estruturas tetra-antenárias aparecem em baixa freqüência 

(<4%) nas três preparacões. Entre as espécies bi-antenárias, a freqüência de 

espécies fucosiladas foi de 27%, 19% e 21%, respectivamente para o r-hTSH-

Thyrogen, r-hTSH-IPEN (+CO2) e r-hTSH-IPEN (-CO2). 

Quanto a freqüência dos N-glicanos nas três preparações de hTSH de acordo 

com o nível de sialilação, as espécies monosialiladas foram as mais freqüentes 

(cerca de 70%), seguidas das espécies neutras (~13%). As formas menos 

abundantes (~1%) foram os glicanos tetra-sialilados. 
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Figura 14 N-glicanos da preparação de r-hTSH IPEN (-CO2) 
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Figura 15 N-glicanos da preparação de r-hTSH IPEN (+CO2) 
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Figura 16 N-glicanos da preparação de r-hTSH Thyrogen 
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Tabela 12 Distribuição dos N-glicanos em três preparações de rec-hTSH, 
quanto à antenaridade e o nível de sialilação 

 
 

Nível de 
sialilação 

 

bi-antenária 
 IPEN    IPEN    THY 
(-CO2)  (+CO2)   

 (%) 

 

tri-antenária  
  IPEN    IPEN     THY 
 (-CO2)  (+CO2 )  

 (%) 

 

tetra-antenária 
 IPEN    IPEN  THY 
(-CO2)   (+CO2)    

 (%) 

 

Nível total de 
sialilação 

 IPEN     IPEN     THY 
(-CO2)   (+CO2)    

 (%) 
 

0 
 

 

12,47        6,47     5,28 
 

 0,74         3,87       6,59 
 

 0,53        1,23    1,19 
 

13,74       11,57     13,06

1 
 

69,59      69,66   68,45 ________ ________ 69,59       69,66     68,65

2 
 

  8,17        6,51     7,03  0,93         0,70       n.d.  0,30        0,65     n.d.   9,40         7,86       7,03

3 
 

________  5,76         9,30      10,0  0,41        0,34    0,31   6,17         9,64     10,31

4 ________ ________  1,11        1,24    1,15   1,11         1,24       1,15
 

Total de 
antenas 

 
90,23      82,64   80,76 

 

 7,43      13,87     16,59 
 
 2,35        3,46    2,65 

 

 

Total de 
sialilados 

    
 86,27      88,40     87,14
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Figura 17 Freqüência (%) de N-glicanos sialilados com estruturas bi-tri e tetra- 
antenárias em diferentes preparações de hTSH. 
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Figura 18 Freqüência (%) dos N-glicanos neutros com estruturas bi-tri e tetra-
antenárias em diferentes preparações de hTSH. 

No caso do hTSH hipofisário (NIDDK), foram identificadas estruturas do tipo 

oligo-manose, do tipo híbrido e do tipo complexo, bi-, tri- e tetra-antenárias, sendo 

16% das estruturas neutras e o restante com terminação em sulfato e/ou ácido 

siálico (Figura 19). Do total destas estruturas carregadas, 81% contêm sulfato e 38% 

contém ácido siálico, sendo que em 19% delas há a presença dessas duas 

terminações. Todas as estruturas sialiladas identificadas no hTSH hipofisário contém 

somente um ácido siálico (monosialiladas), enquanto as espécies sulfatadas 

apresentam número variável de sulfatos (um a três), sendo a maioria delas (~70%) 

com apenas um sulfato, que aparece ou ligado à N-acetilgalactosamina (GalNAc-

SO4
-2) ou à Galactose (Gal-SO4

-2). A técnica de análise dos N-glicanos empregada 

para o hTSH hipofisário não foi quantitativa, não sendo possível ter a porcentagem 

das  diferentes estruturas. As glicoformas com terminações Gal-SO4
-2 e GalNAc-

(SO4
-2)2, ligadas respectivamente a uma e a três galactoses, foram as glicoformas 

predominantes: N1G1SO4
-  e  N3G3GN3(SO4

-)2. 

Ainda com relação à preparação pituitária de hTSH, foi feita a análise da 

ligação do ácido siálico nas conformações α2-3 e α2-6. A Figura 20 mostra as 

intensidades relativas da composição de Neu5 Ac α2-3 e/ou de Neu5 Ac α2-6 no p-

hTSH. No caso do TSH sem ácido siálico, obtido após tratamento com 

neuraminidase (asialo-TSH), observa-se um decréscimo na intensidade do sinal de 

ligação de 85% no caso da lectina específica de α2-6 e 90% no caso da lectina 

específica de α2-3. Quando o TSH foi submetido a um tratamento com 

neuraminidase ativa preferencialmente para a ligação α2-3 (α2-3 asialo-TSH) houve 

um decréscimo de 80% no sinal de ligação com a lectina específica para α2-3 e 

praticamente não houve alteração do sinal com a lectina específica para α2-6.  
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Figura 19    N-glicanos da preparações p-hTSH-NIDDK; 

                    (A) N-glicanos sialilados  (B) N-glicanos s/ ácido siálico 
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Figura 20 Intensidade de Neu5Acα2-3 e de Neu5Acα2-6 no p-hTSH-NIDDK 

 

 

 

Este tipo de experimento foi repetido, juntamente com outra glicoproteína  

utilizada como controle, para ter certeza que o fraco sinal de ligação observado 

reflete a  pequena quantidade de ácido siálico presente no p-hTSH, fato este já 

detectado na análise dos N-glicanos e também na análise composicional de 

carboidratos (0,018 nmoles/µg hTSH) (Figura 21). Com base nas intensidades de 

ligação, as proporções dos dois tipos de ligação foram de 68 ± 10% para Neu5A α2-3 

e de 32 ± 10% para Neu5Ac α2-6 (Figura 22). 
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Figura 21 Quantidade de Neu5Acα2-3 e de Neu5Acα2-6 no p-hTSH-NIDDK e em 

glicoproteína controle. 
  
 

32 ± 10 %  

68 ± 10 %  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22 Proporções de ligações α2-3 e α2-6 no p-hTSH-NIDDK 
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4 DISCUSSÃO 
 
 
   No presente trabalho foram focados dois aspectos fundamentais com 

relação à tireotrofina humana: 

• a estratégia do cultivo celular, para obter uma maior produtividade de hTSH 

compativelmente com sua qualidade, no caso das preparações recombinantes; 

• a origem da preparação: derivada de células CHO (r-hTSH) ou derivada da 

hipófise (p-hTSH). 

 Os efeitos destes dois aspectos foram estudados nas propriedades da molécula 

tais como massa, hidrofobicidade, distribuição de isoformas e atividade biológica 

bem como nas características da porção glicídica, seja na composição que na 

estrutura dos carboidratos. 

 

 

Com relação à influência da estratégia de cultivo na produtividade do hTSH, 

utilizando a redução da temperatura como estratégia de cultivo celular na fase de 

produção da proteína, os nossos dados não confirmaram os efeitos benéficos 

preconizados na literatura, para várias proteínas, (22, 23, 24, 25, 37, 66, 68, 70, 84, 
85, 87, 89, 90, 91). De fato, abaixando a temperatura de 37°C para 30°C na fase de 

produção de hTSH não obtivemos aumento na sua produtividade. Yoon e 

colaboradores (88) também não obtiveram aumento de produtividade do anticorpo 

anti-4-1BB produzido em células CHO utilizando este tipo de estratégia. Estes 

mesmos autores, entretanto, obtiveram, com a redução da temperatura, um 

significativo aumento (2,6 vezes) na produtividade da eritropoietina expressa nesse 

mesmo hospedeiro CHO e com os mesmos promotores (87), o que mostra, portanto, 

ser este fator proteína-dependente. 

Quando na estratégia de cultivo foram feitas alterações no nível de CO2, 

diminuindo-o de 5% para 0,03%, na fase de produção, obtivemos um significativo 

incremento de produtividade de hTSH da ordem de 60%. Nossos dados estão em 
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acordo com aqueles obtidos, com estratégias análogas, por Yoon e colaboradores 

(86) na produção de eritropoietina recombinante (EPO). Estes autores obtiveram um 

aumento de produtividade um pouco maior que o nosso: aproximadamente 2,2 

vezes. Salientamos que a possibilidade de analisar qualitativamente e 

quantitativamente a proteína de interesse ainda no produto bruto, diretamente no 

meio condicionado, só foi possível graças à técnica de RP-HPLC anteriormente 

desenvolvida em nosso laboratório (52), cujas potencialidades são bem discutidas 

em recente revisão da metodologia de HPLC (62). A possibilidade de avaliar, já em 

uma etapa inicial, a qualidade da proteína expressa pelas células CHO é de extrema 

importância para o desenvolvimento de um processo biotecnológico consistente e 

rápido. 

A avaliação dos produtos recombinantes gerados nas condições de 5% e 

0,03% de CO2 mostrou não haver diferenças significativas no nível de sialilação e na 

estrutura dos N-glicanos destes dois produtos, bem como na distribuição dos 

isômeros de carga. Quanto à atividade biológica, embora em presença de 0,03% de 

CO2 tendo sido discretamente menor do que aquela obtida na presença de 5% de 

CO2, esta ainda mostrou-se bem maior do que a da preparação nativa. 

 

 

 Para realizar as metas previstas, foi desenvolvida uma estratégia de purificação 

de duas etapas, eficiente, prática, econômica e rápida, consistindo de uma 

cromatografia clássica de troca iônica e uma cromatografia líquida de alta eficiência 

de fase reversa, recentemente publicada (53). 

 A etapa de RP-HPLC semi-preparativa proposta para a estratégia de 

purificação do hTSH foi fundamental para obtenção de um produto com pureza > 

99%, com altos rendimentos (~80%). Apesar de exatidão, sensibilidade, resolução, 

versatilidade e rapidez serem características bem conhecidas da RP-HPLC, o seu 

uso no campo de purificação dos hormônios hipofisários recombinantes tem sido 

bastante restrito. Para estes hormônios só se tem conhecimento da utilização da RP-

HPLC preparativa para o hormônio de crescimento (hGH) (32) e para o FSH, neste 

último caso utilizada em uma etapa final (“polishing”) quando o material inicial, cuja 
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fração de massa era de 2%, já havia atingido um fator de purificação de 41 vezes, 

após três colunas convencionais (44). O grande poder de purificação da coluna semi-

preparativa de fase reversa utilizada no presente trabalho ficou ainda mais 

evidenciado quando ela foi utilizada como primeira etapa de purificação. Nestas 

condições, o “pool” resultante desta etapa apresentou fração de massa de 80% e, 

portanto um fator de purificação de 228 vezes. 

 Para a purificação do hTSH as estratégias descritas na literatura envolvem 

métodos cromatográficos convencionais tais como interação hidrofóbica, afinidade, 

troca iônica e exclusão molecular (15, 49, 61, 74). O material de partida da 

purificação aqui detalhada era um produto ~8 vezes menos concentrado e ~8 vezes 

menos puro do que aquele relatado anteriormente em trabalho de purificação por nós 

publicado (49). Com a presente estratégia de purificação obtivemos um produto com 

a mesma pureza, em menos do que a metade do tempo de processamento e com 

rendimentos bem maiores (70% contra 37%), particularmente interessantes para 

trabalho laboratorial. Comparando os nossos resultados com o único processo 

reportado com detalhes na literatura (15) observa-se que, mesmo tendo começado 

com um produto 42 vezes menos concentrado e 74 vezes menos puro, foi possível 

obter, com o mesmo número de etapas de purificação, um produto tão puro quanto 

aquele obtido por Cole e colaboradores (15). Salientamos também a enorme 

concentração de volume (4000 vezes) que foi obtida nas duas etapas 

cromatográficas, sem considerável agregação ou perda de atividade de hTSH. 

 É importante ressaltar que o r-hTSH-IPEN obtido por esta técnica mostrou-se 

equipotente à preparação Thyrogen, fármaco cujo uso terapêutico tem sido bem 

estudado (47, 72). Não é confirmada, dessa forma, a hipótese freqüentemente 

levantada da instabilidade da proteína em virtude da presença de altas 

concentrações de solvente orgânico (acetonitrila) na fase móvel deste tipo de HPLC. 

 

  

 A espectrometria de massa MALDI-TOF tem-se mostrado uma ferramenta 

bastante importante para estabelecer a identidade de, ou diferenças chaves entre 

preparações recombinantes e nativas, especialmente quando o uso destas 
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preparações é para fins terapêuticos (21). No presente trabalho as duas preparações 

recombinantes analisadas mostraram uma massa maior (~7%) em comparação com 

a preparação hipofisária. Esta diferença é possivelmente explicada pela diferença na 

parte glicídica entre estas preparações. A massa molecular experimental 

determinada para o Thyrogen, por espectrometria de massa MALDI-TOF, apresentou 

um ótimo acordo (diferença < 1%) com aquela teórica relatada na literatura por Cole 

e colaboradores (15), estimada com base na seqüência de aminoácidos e acrescida 

da porção de carboidratos, determinada experimentalmente. 

Graças às condições utilizadas na espectrometria de massa, foi possível 

detectar simultaneamente o heterodímero e as subunidades α e β. Já tínhamos 

observado este fato também para os outros glicohormônios da mesma família do 

hTSH, hFSH (45) e hLH (2). A obtenção direta da massa do heterodímero, sem a 

necessidade de se efetuar uma ligação química para impedir sua dissociação, 

aumenta ainda mais o potencial desta técnica de determinação de massa molecular, 

cuja exatidão é bem conhecida. Isto foi confirmado pelo acordo encontrado entre os 

valores experimentais diretos das massas dos heterodímeros e aqueles calculados 

pela soma das massas das respectivas subunidades. 

 

 

Nossos dados mostraram uma diferença significativa entre os tempos de 

retenção na RP-HPLC da preparação hipofisária e das três preparações 

recombinantes. A RP-HPLC de fato mostrou-se extremamente sensível em detectar 

diferenças estruturais pequenas, provavelmente relacionadas à diferenças de 

carboidratos, o que está de acordo com a afirmação de Rassi (59), de que a 

microheterogeneidade dos carboidratos contribui de alguma forma nas interações 

moleculares em RP-HPLC. O tempo de retenção na RP-HPLC, um tipo de índice de 

hidrofobicidade, poderia, portanto, ser usado como um teste de identidade e 

qualidade, rápido e altamente sensível para tais variabilidades (45, 52, 71). 
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 O novo esquema de bioensaio in vivo proposto no presente trabalho, baseado 

em um número maior de replicatas para uma única dose de hTSH (10µg), forneceu 

uma precisão perfeitamente aceitável, com coeficientes de variação em geral da 

ordem de 15%. Destacamos ser esta uma variabilidade abaixo daquela normalmente 

encontrada para ensaios in vivo, cuja baixa precisão (CV >25%) é bem conhecida. 

 A escolha da dose de 10 µg baseou-se em resultados obtidos em trabalhos 

anteriores nos quais esta dose de hTSH fornecia sempre respostas reprodutíveis, na 

região linear da curva dose-resposta (49, 57). 

 O rec-hTSH IPEN demonstrou ter uma atividade biológica próxima ao único 

produto recombinante existente no comércio e bem superior ao produto de origem 

hipofisária. A menor atividade biológica in vivo encontrada para a preparação 

hipofisária é provavelmente um reflexo do menor conteúdo de ácido siálico 

encontrado nesta preparação (19, 74, 80). 

 

 

As preparações de hTSH recombinante mostraram, por focalização isoelétrica, 

aproximadamente o mesmo número de glicoformas que aquelas encontradas para o 

Thyrogen por Zhou e colaboradores (94). Estas foram, entretanto, distribuídas em 

uma região levemente mais ácida, com pIs aproximadamente entre 4 e 7. Por outro 

lado, uma distribuição de glicoformas em uma região mais básica (pI entre 6,2 e 8,8) 

foi reportada por Szkudlinski e colaboradores (77) para preparações de hTSH 

recombinante com diferentes níveis de sialilação. Da mesma maneira, para as 

glicoformas das preparações hipofisárias encontramos uma distribuição em uma 

região levemente mais ácida (4,82 – 7,35) do que a reportada na literatura (6,8 - 8,3) 

(69). A distribuição dos isômeros de carga mostrou-se bastante similar entre os 

produtos recombinantes e consideravelmente diferente daquele hipofisário. Achamos 

isto bastante surpreendente, especialmente considerando as diferentes condições de 

produção existentes entre o nosso produto e o produto da Genzyme (Thyrogen). 

  

 



 66

 Comparando os dados de Szkudlinski e colaboradores (74) com os nossos 

observamos um conteúdo de ácido siálico 3,5 vezes superior no caso do Thyrogen e 

aproximadamente 2,5 vezes maior, no caso do p-hTSH-NIDDK. 

Foi também observado na literatura (15, 74), um maior conteúdo de ácido 

siálico nas preparações recombinantes do que nas preparações hipofisárias. 

Segundo Cole e colaboradores (15), este grau de sialilação muito maior (~5 vezes) é 

especialmente um reflexo do nível mais baixo de galactose no hTSH hipofisário, uma 

vez que a razão ácido siálico/galactose é idêntica para os dois hormônios. De fato 

observamos, no nosso trabalho, uma relação constante (0,7) entre ácido siálico e 

galactose, tanto para a preparação r-hTSH-IPEN como para a preparação p-hTSH. 

No entanto esta razão foi bastante inferior no caso da preparação recombinante da 

Genzyme (0,3). O valor do ácido siálico determinado para esta preparação 

recombinante foi surpreendentemente menor (2,5 vezes) do que para a preparação 

IPEN, também recombinante. Isso põe dúvidas a respeito desta determinação, 

especialmente porque não encontramos entre estas preparações diferenças de 

atividade biológica, que é influenciada pelo nível de sialilação. Além disso, o nível de 

sialilação calculado a partir da análise estrutural destas preparações, mostrou-se 

semelhante entre a preparação IPEN e Thyrogen. De fato, a razão molar ácido 

siálico:galactose (S/G)  determinada  a  partir   da análise das  estruturas  glicídicas  

para as três preparações recombinantes, r-hTSH-IPEN (+CO2), r-hTSH-IPEN (-CO2) 

e r-hTSH-Thyrogen foram respectivamente 0,61, 0,61 e 0,59, confirmando as 

observações de Cole e colaboradores (15). A partir dos dados destes autores foi 

possível calcular as razões de 0,66 para o r-hTSH e 0,68 para o p-hTSH e, assim 

pudemos demonstrar a existência de uma excelente precisão inter laboratorial 

relativamente a este parâmetro: X = 0,63 ± 0,038 (CV = 6,0%, n = 5). 

Uma análise das estruturas dos N-glicanos do hTSH recombinante, análoga à 

realizada no presente trabalho, foi reportada na literatura por Morelle e colaboradores 

(51). Estes autores apresentaram uma análise semi-quantitativa e determinaram o 

tipo de glicano ligado a cada sítio de glicosilação. Tal como no presente trabalho os 

glicanos foram clivados com a glicosidase PNGase F, mas a análise deles foi feita 

através de técnicas de HPLC, cromatografia de afinidade por concavalina A e 
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espectrometria de massa. Enquanto em nosso caso conseguimos identificar e 

quantificar 23 estruturas diferentes, Morelle e colaboradores (51) identificaram 16 

estruturas, tendo entre elas uma estrutura penta-antenária tetra-sialilada (N5G5S4F), 

não identificada em nosso estudo. Além disso, os três glicanos mais abundantes 

encontrados por estes autores foram estruturas bi-antenárias mono- ou bi-sialiladas, 

enquanto em nossos estudos as estruturas mais abundantes foram mono-sialiladas. 

Uma comparação interessante pode ser feita entre as estruturas dos glicanos 

identificadas em nossa preparação recombinante de hTSH e aquelas reportadas por 

Loumaye e colaboradores (44) para o hFSH recombinante derivado de células CHO. 

Nos dois casos, foram identificadas até 20 diferentes estruturas (excluindo as formas 

enantioméricas), 14 das quais foram comuns para os dois hormônios. 

 A técnica de análise dos N-glicanos empregada para o hTSH hipofisário não 

foi quantitativa, não sendo possível ter a porcentagem das diferentes estruturas. 

Ressaltamos que inesperadamente foi encontrada para o hTSH hipofisário do 

NIDDK, a ligação Gal-SO4
-2 nunca descrita na literatura para o hTSH.  

Não há nada relatado na literatura referente à determinação das percentagens 

de ligação do ácido siálico à galactose nas conformações α2-3 e α2-6 para o hTSH. 

Este tipo de determinação constitui um importante parâmetro para a realização de 

estudos comparativos entre as preparações recombinantes (fármacos em uso) e o 

produto natural. Um cálculo teórico para as preparações hipofisárias, realizado a 

partir das estruturas glicídicas em trabalho fundamental de Green e Baenziger (31) 

(72,3% para α2,3 e 27,7% para α2,6), mostrou valores próximos aos por nós obtidos 

experimentalmente (68% para α2,3 e 32% para α2,6). 

 

 

Salientamos que a maioria dos dados aqui apresentados foram incluídos em 

trabalho aceito em Molecular Biotechnology (54). 
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5 CONCLUSÕES 
 

 
• Os rendimentos de secreção de hTSH por parte das células CHO mostraram-se 

consideravelmente superiores em condições de CO2 reduzida. 

 

• Diferentes estratégias de produção, especialmente aquelas utilizadas por nós 

em comparação com a Genzyme, não influenciaram de forma substancial as 

estruturas dos N-glicanos, os isômeros de cargas ou a atividade biológica do 

produto. 

 

• Diferenças substanciais foram encontradas nas estruturas dos N-glicanos entre 

o produto recombinante e aquele hipofisário, o que era esperado. Foram 

detectadas porém estruturas de N-glicanos nunca descritas para o hTSH 

hipofisário. Diferenças análogas foram encontradas também na análise dos 

isômeros de carga mediante focalização isoelétrica. 

 

• Pela primeira vez foram determinadas as porcentagens de ligações na 

conformação α2,3 e α2,6 entre o ácido siálico e a galactose, confirmando 

valores teóricos derivado de trabalho fundamental neste campo, publicado em 

1988. 

 

• A técnica de espectrometria de massa por MALDI-TOF permitiu a determinação 

simultânea da forma heterodimérica e das subunidades α e β.  Pela primeira 

vez foram determinadas estas massas moleculares comparando o produto 

hipofisário e recombinante. 

 

• Para realizar os trabalhos de expressão, purificação e caracterização destes 

produtos tornou-se necessário padronizar uma nova técnica de purificação para 

o hTSH, extremamente rápida, flexível e econômica, já publicada em uma das 

principais revistas internacionais da área. 
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