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INFLUENCIA DO HOSPEDEIRO (CHO) E DA ESTRATEGIA
DE CULTIVO NAS ESTRUTURAS GLICIDICAS E PROPRIEDADES
MOLECULARES DA TIREOTROFINA HUMANA

Joéo Ezequiel de Oliveira

RESUMO

Neste trabalho foi desenvolvida pela primeira vez uma estratégia de
purificacdo com duas etapas, uma cromatografia de troca ibnica e uma
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase-reversa (RP-HPLC), para obter
um hTSH derivado de CHO (r-hTSH-IPEN), que mostrou-se rapida e pratica,
permitindo um rendimento de 70% e uma pureza > 99%.

Um aumento de ~60% na produtividade de r-hTSH-IPEN foi observado
quando condicdes de cultura celular foram alteradas de 5% de CO, para ar
(0,03% CO,). A qualidade dos produtos obtidos em ambas as condi¢des foi
avaliada com relacdo a estrutura dos N-glicanos, aos isdbmeros de carga e a
atividade biolégica em comparag¢do com a Unica preparacdo comercial conhecida
(Thyrogen®) e com uma preparacao de referéncia de origem hipofiséria (p-hTSH)
do “National Hormone and Pituitary Program” (NIDDK, EUA).

Os N-glicanos identificados nas preparacdes recombinantes foram do tipo
complexo, apresentando estruturas bi-, tri- e tetra- antenarias, algumas
fucosiladas, sendo 86-88% sialiladas com niveis variaveis. As trés estruturas mais
abundantes foram monosialiladas, representando ~69% de todas as formas
identificadas nas trés preparacdes. A principal diferenca foi encontrada em termos
de antenaridade, com 8-10% mais estruturas bi-antenarias na auséncia de CO, e
7-9% mais estruturas tri-antenarias na presenca de CO,. No caso do p-hTSH
foram identificadas estruturas do tipo complexo, com alta-manose e hibridas, a
maioria delas contendo residuos terminais de acido sialico e/ou sulfato. As duas
estruturas mais abundantes contem um ou dois residuos de sulfato, sendo que no

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



ligacdo do acido sialico a galactose nas conformacfes a2-3 e a2-6 foi de 68 *
10% e 32 + 10% respectivamente.

Nao foram observadas diferencas fundamentais nos isébmeros de carga,
nas trés preparagbes recombinantes, os perfis da focalizacdo isoelétrica
mostrando seis bandas distintas no intervalo de pl de 5,39 a 7,35. Uma
distribuicdo consideravelmente diferente, com varias formas na regido acida, foi
observada, no entanto, para duas preparacdes hipofisarias.

Uma bioatividade ligeiramente superior (p <0,02) foi encontrada para o r-
hTSH-IPEN obtido na presenca de CO, quando as preparagfes foram analisadas
com boa precisdo por um simples bioensaio em dose Unica; esta atividade, no
entanto, ndo é significativamente diferente da atividade do Thyrogen, as duas
preparacdes sendo 1,6 e 1,8 vezes mais potentes do que a preparagao de
referéncia (p-hTSH).

Podemos concluir que, pelo menos para o caso dos r-hTSH derivados de
CHO, diferentes condicdes de cultivo ndo afetam significativamente as estruturas
dos N-glicanos, distribuicdo de isdbmeros de carga ou atividade bioldgica.

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 avaliacdo exata da massa do
heterodimero, apresentou valores de Mg de 29611, 29839 e 27829,
respectivamente.

Diferencas significativas foram encontradas entre o r-hTSH e o p-
hTSH pelo que se refere as propriedades hidrofébicas, avaliadas por RP-HPLC.
Também foram observadas diferencas relacionadas a composicdo de
carboidratos, principalmente de acido sialico e galactose, tendo sido encontrado
um menor teor destes residuos no p-hTSH.



INFLUENCE OF THE HOST (CHO) AND OF THE CULTIVATION
STRATEGY ON GLYCAN STRUCTURES AND MOLECULAR
PROPERTIES OF HUMAN THYROTROPHIN

Joédo Ezequiel de Oliveira

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 CO; conditions from 5% CO, to air environment
(0.03% COy). 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 CO, 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 o 2,6 and 32 + 10% in the o.2,3 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 pl 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 CO,. 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 (Mg) determined by MALDI-TOF-MS
analysis. This technique, allowing accurate heterodimer mass determinations,
provided Mg 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 INTRODUCAO

A (glicoproteina objeto do presente estudo é a tireotrofina. A tireotrofina
humana (hTSH) € um hormoénio sintetizado pelas células basdfilas (tireotropos) da
hipofise anterior que controla a diferenciagcdo morfologica e a atividade metabdlica
das células tireoideanas, regulando a biossintese e secre¢do dos horménios
tireoideanos, tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). A sintese e secregdo do hTSH é
regulada por dois fatores opostos: por um lado, o horménio liberador de hTSH (TRH),
produzido pelo hipotalamo, atua sobre os tireotropos estimulando a sintese e
secrecdo de hTSH enquanto os horménios tireoideanos por sua vez atuam
decrescendo a resposta dos tireotropos ao TRH. O papel fisiolégico do TSH inclui o
estimulo de fungbes tireoideanas tais como a captagdo e organificacdo do iodo,
producao e liberagdo de iodotironinas pela tiredide e a promog¢ao do crescimento
desta glandula. Este horménio também atua protegendo da apoptose as células
tireoideanas e ocupa um papel critico na ontogenia (77).

O TSH tem alto interesse clinico, seja em aplicagbes diagnosticas que
terapéuticas e tem sido amplamente utilizado, ha mais de 40 anos, para avaliagao
clinica da funcao tireoideana, para melhorar a qualidade e a interpretacéo de testes
utilizados na medicina nuclear para a tiredide, no tratamento do bécio multinodular e
de outras patologias e no diagnéstico e tratamento de cancer de tiredide (5, 6, 8, 35,
46, 47, 55, 64, 65, 72, 83).

Antes do advento da tecnologia de DNA recombinante eram utilizadas, na
pratica clinica, preparagées de TSH bovino (bTSH), uso que foi abandonado em
virtude das reagdes adversas que causavam (40, 41) e do desenvolvimento de
anticorpos ao TSH humano, interferindo nos ensaios de TSH e afetando
adversamente a funcado tireoideana. Também limitado tornou-se o uso de
preparagdes de TSH derivadas da hipofise de cadaveres (p-hTSH), especialmente
em virtude dos sérios riscos de contaminagdo por virus ou prions (doenga de
Creutzfeld-Jacob, AIDS, hepatite, por exemplo), além das dificuldades ético-legais
para obtencdo de hipdfises de cadaveres. Atualmente, apenas preparagdes

recombinantes sdo utilizadas. Uma unica preparagao de hTSH, derivada de células



de ovario de hamster Chinés (CHO), Thyrogen, da Genzyme Therapeutics, esta
disponivel comercialmente.

Varios 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 clinico de r-hTSH foi aprovado principalmente para a
monitoragdo diagnostica e terapia de pacientes com cancer de tiredide. O
procedimento padrao para pacientes com carcinoma da tiredide € a tireoidectomia

total, seguida da administracdo de iodo 'l (

ablacdo com radioiodo) como uma
terapia adjuvante contra qualquer tumor oculto e para destruir qualquer tecido de
tiredide remanescente. Apos a tireoidectomia, os pacientes sao submetidos a terapia
de reposicdo dos hormdnios tireoideanos para restaurar um estado clinicamente
eutireoideo. O acompanhamento e a monitoracdo dos pacientes com carcinoma da
tiredide se faz, em geral, através da medicdo da tireoglobulina (Tg) no soro e do

mapeamento de corpo inteiro apds administracdo de '*'I.

Uma pré-condicdo para
estes testes é a presenca de niveis altos de TSH no soro, que asseguram ampla
producdo de Tg e captagdo e estocagem de radioiodo pelas células tumorais da
tiredide. A elevacgao do nivel sérico de TSH pode ser obtida endogenamente, através
da suspensdo da terapia dos horménios tireoideanos, ou exogenamente, pela
administracdo de hTSH. No ultimo caso, a morbidez e os efeitos deletérios
decorrentes do hipotireoidismo induzido pela suspensio da terapia hormonal podem

ser evitados, proporcionando uma melhor qualidade de vida aos pacientes.



Tabela 1 Usos potenciais do r-hTSH. De: Sugino, 2006 (72)

Seguimento de cancer de tiredide (uso indicado e aprovado pelo FDA)

Estimulo para teste de tireoglobulina e mapeamento de corpo inteiro

Tratamento de cancer datiredide
Estimulo para ablacdo com radioiodo

Adjuvante a quimioterapia

Deteccéo de cancer de tiredide

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

Avaliacdo clinica da funcéo tireoideana
Diagnéstico de hipotireoidismo
Diagnéstico diferencial de hipotireoidismo primario e secundario

Diagnéstico da diminuicdo da reservatireoideana

Avaliacdo da estrutura-fungao da tiredide
Funcéo do receptor do TSH

Estudo das proteinas da tiredide e iodotironinas

Mapeamento da tiredide

Melhoramento da qualidade do mapeamento da tiredide e de sua interpretacao

Tratamento com radioiodo

Tratamento de tireotoxicoses e de bécio

Preparacdo de reagentes de imunoensaios (padrdes e tracadores)

Testes laboratoriais de bioatividade de TSH




O TSH humano tem estrutura dimérica, sua molécula contendo duas
subunidades (o e B), ndo covalentemente ligadas. A subunidade o contém 92
aminoacidos com 5 pontes dissulfeto contribuindo para sua estrutura terciaria e a
subunidade B contém 118 aminoacidos 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 sao glicosiladas, com duas cadeias de
oligossacarideos de ligagado-N na subunidade «, localizadas na metade C-terminal da
molécula, na asparagina 52 e 78 e uma na subunidade B, na asparagina 23. Os
oligosacarideos da subunidade o s&o particularmente importantes na agdo do hTSH
durante a tradugao pos-receptor do sinal (81), enquanto a glicosilagdo da subunidade
B € essencial para sua estabilidade e secregao (79). As duas cadeias na subunidade
a tem fungdes intracelulares diferentes; o sitio de glicosilagdo 78 tem um papel na
integridade do hormdnio pois os oligossacarideos ligados a Asn 78 participam no
“folding” da subunidade B, enquanto os ligados ao sitio de glicosilagdo 52 aumentam
a estabilidade do heterodimero sendo, portanto, importante para a associacdo das

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

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

Propriedade Subunidade a Subunidade f

Estrutura primaria 92 aa 118 aa

Aminoacido N-terminal Ala Phe
7-31 2-52
Pontes dissulfeto %ggg 115555
(Cys-Cys) 32-84 27-83

59-87 31-85

88-95

” . A Asn 52

Sitios de N-glicosilacao Asn 78 Asn 23




Subunidade alfa

Ala
Thr
Pro
Cys
Leu
Lys
Val
Met
Ala

Lys

Pro
Leu
Gly
Cys

Ar
*Q

52
Asn

Ala
Gly
Cys
Ser

Asp
Gin
Ala
Phe
Ser
Val
Lys
Gly

His

Subunidade beta

Phe
lle
Thr
Cys
Phe
Val
Thr
Val
Leu
Asp
Lys
Ser

Cys
Glu
lle
Met
Leu
Cys
Val
Ala
Ser
Tyr
Thr

Tyr

lle
by
Asn
Thr
Pro
Thr
Glu
Pro
Cys
Ser
Asn

Leu

Val
Glu
Pro
Ser
Lys
Thr
Ser
Phe

Cys

Pro
Arg
Thr
Arg
Lys
Tyr
Trp
Tyr
Lys
Asp
Tyr

Val

GIn
Asn
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Lys
Ser
Tyr
Lys

Ser

Thr
Glu
Thr
Asp
Tyr
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Pro
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Cys
Cys
Cys

Gly
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Pro
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Ala
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Glu
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Thr

Glu
Cys
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Gly
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Cys
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Figura 1-Estrutura primaria das subunidades a e f de hTSH. De: Szkudlinski, 2002 (77)



Um aspecto importante na produgdo de glicoproteinas com potencial uso
terapéutico € a sua glicosilagdo e heterogeneidade de glicoformas.

A dlicosilagdo € uma modificagdo pds-traducional sendo um processo de
multiplas etapas envolvendo centenas de enzimas. No processo de biossintese in
vivo, os carboidratos sao inicialmente ligados a um lipideo de cadeia longa (dolicol
fosfato) e entdo transferidos a cadeia polipeptidica nascente. Isto ocorre no reticulo
endoplasmatico. Ai ocorre uma série de reagdes catalisadas por exoglicosidases. O
processamento dos oligosacarideos continua no compartimento de Golgi catalisado
por diferentes exoglicosidases e glicosiltransferases levando as estruturas complexas
de carboidratos. Os oligossacarideos basicamente podem estar ligados
covalentemente a um residuo de asparagina (Asn), glicosilagado-N, ou a serina (Ser)
ou treonina (Thr), glicosilagdo-O. No hTSH nao ha glicosilagdo —O.

Os oligossacarideos do hTSH recombinante compreendem um nucleo
pentassacarideo (Man3GIcNAc;) ligado a um residuo de asparagina de uma
sequéncia de aminoacidos (“sequon”) Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer
aminoacido exceto prolina (Figura 2), com a adigao variavel de residuos de agucar
de fucose, galactose, acido sialico e N-acetil glucosamina. No caso do hTSH natural
também sdo encontrados residuos de N-acetil galactosamina e sulfato. Morelle e
colaboradores (51) observaram que os N-glicanos do r-hTSH s&o diferentes em cada
sitio de glicosilagdo e que os N-glicanos fucosilados estdo presentes apenas na
subunidade o, na Asn-52. Hiyama e colaboradores (36) observaram no p-hTSH que
os componentes sulfatados/sialilados foram predominantes em ambos os sitios de
glicosilagdo da subunidade a. Com base na natureza e na localizagdo dos residuos
de agucar adicionados ao nucleo, os glicanos podem ser classificados em trés sub-
grupos: os glicanos que possuem somente residuos de manose ligados a estrutura
do nucleo sdo chamados de “alta manose” ou “oligomanose”, os glicanos que contem
N-acetilglucosamina na regido da antena sdo chamados do “tipo complexo” e os que
contem ambos os residuos, manose e N-acetilglucosamina, ligados ao nucleo séo do
“tipo hibrido” (50) (Figura 3).
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Figura 2 Nucleo de um N-glicano. De: Butler, 2006 (11)
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Figura 3 Tipos de glicosilacdo-N. De: Butler, 2006 (11)



Tem sido mostrado que os glicanos tem um papel fundamental na associagao
das subunidades, na secregéo, no “clearance” metabdlico, na atividade biologica e
na imunoreatividade do hormdnio. A remocédo de uma pequena parte das cadeias de
carboidratos do TSH resulta na perda quase total da atividade do hormonio,
enquanto com relacdo a atividade de ligagdo ao receptor ndo ha nenhuma perda,
podendo até ocorrer um aumento desta atividade. Estudos com o TSH usando
tunicamicina para inibir a glicosilagdo, sugeriram que os oligossacarideos sao
necessarios para prevenir a agregacgao intracelular e a degradagao das subunidades
(4). No caso de eliminagdo da galactose foi mostrado que este monossacarideo nao
afeta a atividade do horménio, enquanto a eliminagao de N-acetil glucosamina reduz
severamente a bioatividade in vivo do r-hTSH (80).

A composicdo terminal dos carboidratos possue importante papel na
depuragcdo metabdlica in vivo do hTSH. De fato, os residuos terminais de &cido
sialico tem mostrado influenciar a bioatividade do hTSH recombinante, sendo a
sialilagado terminal responsavel por proteger os horménios de um “clearance” renal
rapido, pois evitam o seu reconhecimento pelo receptor de asialo glicoproteinas, na
superficie das células do figado, que s&o as principais responsaveis pelo “clearance”
sanguineo das glicoproteinas (34). Sendo assim, preparagdes com baixo teor de
acido sialico permanecem um tempo menor na circulagcdo comparadas aquelas com
maior teor de acido sialico e menor sera sua atividade biolégica in vivo (74, 75, 76,
77, 80, 81, 82). Por outro lado, a atividade bioldgica in vitro foi demonstrada ser
inversamente proporcional ao grau de sialilagao (12, 33). Este efeito da sialilacdo na
bioatividade in vitro do hTSH deve-se provavelmente ao fato de que quanto menos
acido sialico, maior a afinidade do hTSH ao seu receptor (74).

A variabilidade no conteudo de acido sialico ou de sulfato, ambos de carga
negativa, causam uma heterogeneidade de carga no hTSH, o que leva a um perfil de
focalizagao isoelétrica complexo (94). Szkudlinski e colaboradores (77) mostraram
uma variagdo no ponto isoelétrico (pl) do hTSH recombinante em fungdo do
conteudo de acido sidlico de 6,2 a 8,8 e mostraram que a amostra, sem acido sialico,
€ homogénea, com um ponto isoelétrico de 8,8. Glicoformas do hTSH hipofisario

variaram no intervalo de pH 6,8-8,3 (69).



A glicosilagao € determinada pela estrutura primaria da propria proteina e por
uma cascata de modificagdes pds-transducionais realizadas pela célula hospedeira e
consequentemente pode variar de hospedeiro para hospedeiro. Um exemplo
representativo deste fato é a diferente estrutura das cadeias de agucar do TSH
humano recombinante produzido em células de ovario de hamster Chinés, que
terminam em galactose-acido sialico 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 sequéncia de aminoacidos, como € por exemplo 0 caso das cadeias de alfa
tireotrofina, alfa luteotrofina e alfa folitrofina que exibem diferentes padrées de
glicosilagdo. Isto é devido a cadeia p (diferente para cada hormdnio) que ja estando

acoplada a cadeia a, exerce sua influéncia nas glicosilagbes subsequentes (78).

rechTSH™ , ;-lcjm
Célula CHO )
O-le-

rechTSH U@g
Célula de inseto Aﬁ““fi
o009

{@)Manose, (M) N-acetilglucosamina, (<) Fucose , (@) Galactose e {4) Acido sialico

Figura 4- Estrutura de N-glicanos em r-hTSH obtido em diferentes hospedeiros.
De: Grossmann, 1997 (33)
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Devido a complexa estrutura das glicoproteinas a sua sintese s6 pode ser
obtida em sistemas de células eucariotas. Entre os sistemas eucariotas, levedura e
plantas s&o incapazes de realizar glicosilagdo complexa como a dos mamiferos. As
leveduras (Picchia pastoris ou Sacharomyces, por exemplo) realizam apenas
glicosilagdo manosilada enquanto as plantas ndo possuem enzimas para processar a
glicosilagdo-N das cadeias de oligossacarideos terminando em galactose (Gal)
e/ou acido sialico (NeuAc). No caso de células de insetos estas n&o adicionam
N-acetilglucosamina (GIcNAc), Gal ou NeuAc (42, 61).

As células mais usadas na produgao de proteinas recombinantes utilizadas
em terapia humana sdo as células de ovario de hamster Chinés (CHO),
principalmente em virtude destas terem um crescimento rapido e possuirem
mecanismo de glicosilagdo muito semelhante ao das células humanas, podendo
executar a complexa glicosilacdo necessaria para a atividade bioldgica. Uma
diferenca entretanto encontrada entre estas células e as humanas é relativa a
sialilagdo: as células de origem humana sialilam nas conformacdes 02,3 e 2,6,
enquanto as células CHO tem deficiéncia de um gene codificando a enzima «a2,6
sialiltransferase, apresentando apenas acido sialico terminal em conformagao a2,3.
As células CHO também nao possuem sulfotransferases, enzimas responsaveis pela
sulfatagdo do carboidrato N-acetilgalactosamina. Sendo assim, uma das terminag¢des
mais comuns das glicoproteinas humanas de origem hipofisaria, o sulfato, ndo existe
nos produtos derivados de células CHO.

Diversos sub-clones das células CHO, utilizando tecnologia de selegcdo e
amplificagdo especifica, tal como, por exemplo, aquela baseada no DHFR (sistema
diidrofolato redutase), tornaram-se sistemas de expressdo padrdo. Uma linhagem
celular CHO DHFR mutante é transfectada com um vetor contendo o gene de
interesse junto com o gene marcador DHFR. A selegcdo ocorre na auséncia dos
nucleosideos hipoxantina e timidina e a amplificacdo do gene é realizada por
exposi¢cao da célula a concentracdes crescentes de Metotrexato (MTX), que inibem a
atividade da enzima DHFR. Desta forma, a célula para sobreviver precisa amplificar
continuamente a porgao de DNA que contém o gene do DHFR e conseqlentemente,

acaba amplificando também o gene de interesse (43).
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Tem sido reportado na literatura que diferentes condi¢gdes da cultura celular
podem afetar a glicosilagdo das proteinas recombinantes em varios niveis, levando a
produtos com diferentes caracteristicas, como peso molecular, ponto isoelétrico,
hidrofobicidade ou atividade bioldgica (3, 10, 11, 26, 27, 28, 39, 58, 67, 93). Varias
alteragbes das estratégias de cultivo tem sido reportadas visando aumentar a
produtividade de proteinas recombinantes derivadas de células CHO. Os
rendimentos em proteinas de interese sao diretamente proporcionais ao numero de
células viaveis e a longevidade da cultura celular. O crescimento celular ocorre em
quatro fases: fase lag, log, estacionaria e fase de declinio. Estratégias de controle da
proliferacdo celular sdo realizadas na fase mediana ou na fase mais tardia do
crescimento exponencial. A producado da proteina € dependente da fase do ciclo
celular, sendo a fase G1 aquela de maior producdo. Sendo assim, estratégias do
cultivo celular que bloqueiam as células na fase G1 tem sido exploradas para
aumentar a produtividade e sobrevida durante produgbes baseadas em cultura de
células CHO (42, 48). A otimizag&o do bioprocesso tem sido alcangada em resposta
a alteragdo na temperatura de cultivo (23, 24, 68, 70, 91), no nivel de oxigénio
dissolvido (84 e 85), no pH do meio (95), no didxido de carbono dissolvido (CO5) (86)
ou nos aditivos ao meio (14, 66, 73, 89). Nao ha na literatura estudos sobre o efeito
destes fatores em relacdo a tireotrofina. No presente trabalho, com relagdo a
estratégia de cultivo de células CHO produtoras de tireotrofina, dois destes fatores
serao abordados: temperatura e CO..

Tem sido amplamente descrita na literatura a influéncia da temperatura na
producao de diversas proteinas recombinantes como Anticorpo IL-2 (Interleucina-2)
(68, 70), a-amilase (25), Eritropoietina (84, 85, 87, 89, 90, 91), hGM-CSF (human
granulocyte-macrophage colony-simulating factor) (22, 23), Interferon-B (66),
Interferon-y (24) e SEAP (secreted alkaline phosphatase) (37). Linhagens de células
de mamiferos sdo usualmente cultivadas a 37°C. Varios trabalhos mostram que a
reducdo da temperatura de cultivo resulta na diminuicdo da taxa de crescimento
celular, no aumento da longevidade da cultura e em uma maior produtividade da
proteina recombinante (22, 68, 70, 87). Um processo ideal de produgao é aquele em

que ocorre uma fase de proliferacao inicial, onde um nivel desejavel de densidade
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celular é atingido, seguida de uma fase de producéo na qual as células tem uma taxa
de crescimento baixa enquanto a produgcdo especifica da proteina de interesse é
mantida em um nivel alto e estavel. Para um eficiente aumento de produtividade de
proteinas recombinantes tem sido estudadas estratégias de cultura bifasica, que
consistem de uma fase inicial de crescimento celular projetada para maximizar a
biomassa e de uma fase de produgdo estendida, otimizada. Assim, a fase de
proliferacdo das células ocorre a 37°C e a fase de produgao ocorre em temperaturas
menores (28-33°C). Com este procedimento, quando ocorre a mudanga de
temperatura as células sao bloqueadas na fase G1 do ciclo celular (22, 23, 68, 84,
85, 87). Células bloqueadas na fase G1 do ciclo celular sdo metabolicamente mais
ativas e maiores no tamanho do que células n&do bloqueadas (7, 13). Por estas
razoes, a fase G1 do ciclo celular é considerada a ideal para incrementar a
produtividade da proteina de interesse. Os mecanismos pelos quais esta
produtividade é aumentada em baixas temperaturas sdo ainda pouco entendidos,
apesar de recentes estudos terem demonstrado que uma temperatura reduzida leva
a uma resposta coordenada envolvendo ciclo celular, maquinaria de transcricao e
transducdo e arranjo celular (citoesqueleto) (1, 42, 87). Um metabolismo reduzido
associado a baixa temperatura leva a um retardo no inicio de apoptose e ajuda o
prolongamento da fase estacionaria/produgao. A reducédo de temperatura ainda leva
a um aumento dos niveis de mMRNA devido ao aumento da transcricdo do gene de
interesse ou ao aumento da estabilidade do mRNA. Em condi¢gbes de hipotermia
discreta, a qualidade dos produtos recombinantes ja descritos na literatura com
relacédo a distribuicdo de isoformas, conteudo de acido sialico e atividade bioldgica in
vivo é mantida. E importante ressaltar que os efeitos da temperatura na
produtividade da proteina variam entre clones, linhagens celulares e proteinas.

Outro importante fator a ser avaliado nos estudos de otimizagao da producéao
de proteinas recombinantes €& a concentragdo de dioxido de carbono (CO;). Ha
evidéncias na literatura que o CO; inibe o crescimento de células CHO de uma
maneira dose-dependente (38). Um crescimento celular inicial lento seguido da
cessacao do crescimento foi observado por Yoon e colaboradores (86) quando

células CHO foram cultivadas na auséncia quase total de CO, (0,03% CO,). O
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crescimento das mesmas células numa atmosfera de 5 % CO; nao sofreu inibigdo. A
producdo da eritropoietina recombinante (r-EPO) foi maior na condi¢gao de 0,03%
CO, do que sob 5% CO,. Células CHO incubadas sob atmosfera de 5% CO, e no ar
(0,03% CO,) foram analisadas quanto ao ciclo celular e foi mostrado que apds 48
horas de cultivo a porcentagem de células na fase G0/G1 dobrou, no caso da
condicdo de 0,03 % CO, enquanto na condicdo de 5% CO, permaneceu
praticamente constante. Com relagao a qualidade da proteina produzida nestas duas
condicbdes nao foram observadas diferengas tanto na analise da bioatividade in vivo,
por ensaio da medida de reticulécitos, como também no perfil de distribuicdo do peso
molecular, analisado por Western blot. Com base nessas observagdes estes
mesmos autores propuseram uma estratégia bifasica para o cultivo das células CHO
produtoras da eritropoietina em que mantinham as células sob atmosfera de 5% de
CO; durante a fase de proliferagao celular e reduziam o nivel de CO, na fase de
producao da proteina, prolongando portanto a permanéncia das células na fase G1.
Nestas condi¢cdes foi observado um aumento na produtividade da eritropoietina
recombinante de 2,2 vezes e uma diminuicdo no numero de células de ~40% com
relacdo a condi¢ao padrao, isto € 5% CO,, durante as duas fases do processo.

Estes mesmos autores ainda fizeram consideragdes sobre a possibilidade do
CO, afetar o metabolismo das células CHO via mudancas no pH da cultura celular,
uma vez que se sabe que um dos papeis do CO, no cultivo in vitro de células de
mamiferos € manter o pH da cultura em 6,9 — 7,4, o que é conseguido com 5% de
CO,. Ao realizarem um estudo simulando uma elevagdo de pH, via adigdo de
bicarbonato de sddio, os autores observaram que nao houve aumento da produgao
de EPO, nas condi¢cbes de 5% CO,, enquanto, a produ¢cdo de EPO aumentou
proporcionalmente a quantidade de bicarbonato de sédio adicionada, nas condi¢des
de CO; reduzida. A partir destes resultados concluiram, portanto, que as alteragoes
na produtividade da EPO nao se devem apenas a mudangas de pH.

E preciso ainda observar que no aumento de escala da producdo de uma
proteina recombinante, em bioreatores, a pressao parcial de CO, (pCO;) pode
facilmente ultrapassar niveis correspondentes ao range fisiologico (31-54 mmHg).

Varios trabalhos reportados na literatura (17, 18, 30, 95) verificaram que aumentando
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a pCO; acima de 105 mmHg, sob pH e osmolaridade (~350 mOsm/Kg) controlados,
ocorre uma inibicdo do crescimento celular e uma reducdo na produtividade da
proteina. Alteragdes da qualidade da glicoproteina recombinante relativas a sialilagéo
foram reportadas com o aumento de pCO,. Grampp e colaboradores (29) e Zanghi e
colaboradores (92) observaram, em pCO; elevadas, um decréscimo da sialilagao.

Com excessao dos estudos aqui relatados, ndo ha outros estudos relativos a
influéncia da reducdo de CO; na producédo de glicoproteinas recombinantes em
células de mamiferos.

Para o desenvolvimento de um processo consistente e robusto de producgao
de uma proteina recombinante fica claro, a luz do acima exposto, a necessidade de
se conhecer a influéncia das condi¢cdes 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 influéncia do hospedeiro (CHO)
e da estratégia de cultivo destas células nas estruturas glicidicas e propriedades
moleculares da tireotrofina humana, juntamente com o aumento da produtividade.
Para tanto, duas estratégias de cultivo foram estudadas:

Variagao do nivel de CO»

Variacido da temperatura

Preparagdes recombinantes e de origem hipofisaria foram estudadas no que
se refere a massa molecular, a hidrofobicidade relativa, a atividade bioldgica, a
distribuicdo de isbmeros de carga e a composig¢ao e estrutura de carboidratos. Este
estudo é de grande importdncia para o controle do produto final obtido,
especialmente no que se refere a sua poténcia. Também podemos considerar que,
alterando de uma maneira controlada os paradmetros mencionados, possam ser
obtidas isoformas de hTSH (superagonistas ou antagonistas) de interesse clinico ou

para a pesquisa sobre a estrutura-fungao deste horménio.
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MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Preparacfes hormonais utilizadas
hTSH de origem hipofisaria (p-hTSH NIDDK, hTSH-SIAFP-B2) produzido e
fornecido pelo “National Hormone and Pituitary Program” (Torrance, CA, EUA).
hTSH de origem hipofisaria (p-hTSH NOR), produzido e fornecido pelo Dr.

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

hTSH derivado de células de ovario de Hamster Chines (CHO) (Thyrogen®),
produzido por “Genzyme Corporation” (Cambridge, EUA) e fornecido pela
Collect (S&o Paulo, SP, Brasil).

hTSH derivado de células CHO, produzido no laboratério de Horménios 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 dicistrénicos (pEDdc-a e
pEAdc-B-TSH) e submetidas a amplificagcédo génica com metotrexato (MTX)
(57).

Material utilizado no cultivo celular

2121 Meios de cultura

“Minimum Essential Medium” (a-MEM) Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA).
“‘Serum Free Medium” (CHO-S-SFM 1), com nucleosideo (hipoxantina e
timidina), Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA).
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2.1.2.2 Material plastico estéril

Garrafas de 75 e 225 cm?, Corning Costar Corp. (NY, EUA).

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

Placas de petri de 20 cm?, Corning Costar Corp. (NY, EUA).

Sistema de filtragdo de 500 mL, 0,22um, Corning Costar Corp. (NY, EUA).
Tubos criogénicos de 2 mL, Corning Costar Corp. (NY, EUA).

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

2.1.2.3 Outros reagentes

2.1.3

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

Bicarbonato de sédio p.a., Sinth (S&o 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).

Material utilizado no processo de purificacdo e analise do hTSH

2.1.3.1 Colunas cromatograficas

a) Coluna de vidro utilizada em cromatografia classica

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

b) Colunas de ago inoxidavel utilizadas em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC)

Coluna TSK G 2000 SW (60 cm X 7,5 mm D.l.), acoplada a uma pré-coluna
SW (7,5 cm x 7,5 mm DI), Tosohaas (Montgomeryville, PA, EUA), para HPLC

de exclusao molecular.
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Coluna C4, 214 TP54 (25 cm X 4,6 mm D.l.), acoplada a pré-coluna 214 FSK
54 (5 um, 1,0cm X 4,6 mm D.l.), Vydac Separations Group (Hesperia, CA,
EUA), para HPLC de fase reversa analitica.

Coluna Cy4, 214 TP510 (25 cm X 10 mm D.l.), acoplada a pré-coluna 214 FSK
54 (5 um, 1,0cm X 4,6 mm D.l.), Vydac Separations Group (Hesperia, CA,

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

2.1.3.2 Resinas cromatograficas

Resina cromatografica SP Sepharose Fast Flow (SPFF), GE Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra), para cromatografia classica.

Silica gel, grupo funcional Diol, tamanho das particulas 10 um e poros de 125
A, Tosohaas (Montgomeryville, PA, EUA), para HPLC de exclus&o molecular.
Silica com grupos de ligagao butil alifatico, tamanho das particulas 5 um e
diametro dos poros de 300 A, Vydac Separations Group (Hesperia, CA, EUA)

para HPLC de fase reversa.

2.1.3.3 Reagentes quimicos

Acetonitrila grau HPLC, Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA).
Acetato de sodio, Merck (Sao Paulo, Brasil).

Acido Acético, Labsynth (S&o Paulo, Brasil).

Cloreto de Sédio p.a., Merck (Sao Paulo, Brasil).

Fosfato de sédio monobasico p.a., Merck (Sao Paulo, Brasil).
Fosfato de sédio bibasico p.a., Merck (Sdo Paulo, Brasil).
Metanol, grau HPLC, Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA).
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2.1.4 Material utilizado nos imunoensaios

2.1.4.1 Anticorpos

- Anticorpo monoclonal (mAB) anti hTSH (anticorpo de detecg¢ao 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
solida), fornecido pelo Netria, North East Thames Region Immunoassay Unit

(Londres, Inglaterra).

2.1.4.2 Reagentes para marcacao do anticorpo de deteccéo

- Cloramina T p. a., Merck (S&o Paulo, Brasil).

- lodeto de Potassio p.a., Merck (Sao Paulo, Brasil).

- Metabissulfito de Sodio, Carlo Erba (Sao Paulo, Brasil).

- Na'?’| comercial livre de carregadores e oxidantes, com atividade especifica
de 11100-22200 MBg/mL (300-600 mCi/mL), Nordion Europe S.A. (Fleurus,
Bélgica).

2.1.4.3 Outros reagentes

- Azida Sddica, 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 sédio monobasico p.a., Merck (S&o Paulo, Brasil).

- Fosfato de sddio bibasico p.a., Merck (Sdo Paulo, Brasil).

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

- Tween 20, Sigma (St. Louis, EUA).
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Material utilizado no ensaio biolégico
Camundongos machos da linhagem isogénica Balb-C, com peso de 22 - 30g,
oriundos do Biotério de Criagcdo e Manutencdo de Animais de Laboratério do
IPEN/CNEN — SP.
Microtubos de homo-polimero, de 1,5mL, Axygen (Union City, CA, EUA).
Pipeta Pasteur de vidro, Corning (New York, EUA).
Sal de sédio 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).

Material utilizado na focalizacao isoelétrica
Acido Acético p.a., Labsynth (Sao Paulo, Brasil).
Acido fosférico p.a., Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA).
Anfolina, pH 3,5 - 9,5, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra)
Bisacrilamida, Merck (S&o Paulo, Brasil).
Coomassie Brilliant Blue R 250, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra).
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS), GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra).
Glicina, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra).
Hidréxido de sédio p.a., Merck (Sao Paulo, Brasil).
Marcador para focalizagdo isoelétrica, pH 3,0 — 10, GE Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra).
Membrana de PVDF (0,2 um), Sequi-Blot — Biorad (Hercules, CA, EUA).
Metanol p.a., Merck (Sdo Paulo, Brasil).
Persulfato de amoénio, Merck (S&o Paulo, Brasil).

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

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

Placas de microtitulagdo com fundo em “U”, Dynatech (Chantilly, EUA).
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Equipamentos e acessorios principais
Agitador magnético modelo 258, Fanem (S&o Paulo, Brasil).
Agitador rotatério de tubos (“rotator”), fornecido pelo laboratério NETRIA,
North East Thames Region Immunoassay Unit (Londres, Inglaterra).
Agitador rotatdrio tipo vortex, modelo 162, Marconi (Sao Paulo, Brasil).
Aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (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 (S&o Paulo, Brasil).
Balanga analitica, modelo H20T, Mettler (Zurich, Suiga).
Balanga analitica, modelo P100N, Mettler (Zurich, Suica).
Balancga analitica, modelo M5AS, Mettler (Zurich, Suiga).
Bomba peristaltica modelo P-1, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra).
Camera de Neubauer, Boeco (Hamburg, Alemanha).
Centrifuga, modelo LS-3 plus, Celm (S&o Paulo, Brasil).
Centrifuga refrigerada automatica modelo Super Speed RC — 2B, Sorvall
(Newtown, Connecticut, EUA).
Coletor de fragdes, modelo Frac-200, GE Healthcare (Buckinghamshire,
Inglaterra).
Contador gama tipo "pogo", com troca automatica de amostra, modelo Cobra
auto-gama, eficiéncia aproximada para '®l de 80%, Packard Instrument
Company (lllinois, EUA).
Destilador de agua, modelo 016, Fabbe-Primar (Sao Paulo, Brasil).
Estufa de cultura celular, modelo 3159, Forma Scientific (Marietta, Ohio, EUA).
Fluxo Laminar classe Il A/B 3, modelo 1140, Forma Scientific (Marietta, Ohio,
EUA).
Fonte de alta tensdo para eletroforese ECPS 3000/150, GE Healthcare

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

Freezer —20°C, modelo 0651, Prosdécimo (Sao Paulo, Brasil).

Freezer —40°C, modelo AB 240, Metalfrio (Sdo Paulo, Brasil).

Freezer —80°C, modelo 8425, Forma Scientific (Marietta, Ohio, EUA).

Leitor de placas de microtitulagdo 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 dialise modelo SnakeSkin, 3.500 MWCO, Pierce (Rockford,
IL, EUA).

Membranas de filtragdo de 0,22 um, Millipore (Bedford, MA, EUA).
Microscopio invertido, modelo ID 03, Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha).
Refrigerador duplex, modelo 320 clear, Brastemp (Sao Paulo, Brasil).
Refrigerador com porta de vidro modelo VE 730, Metalfrio (S&o Paulo, Brasil).
Sistema de purificagdo de agua Milli-Q plus, Millipore (Bedford, EUA).

Tubos de poliestireno para imunoensaios (7,5x1,2 cm), EMTEL (Séo Paulo,
Brasil).

Sistema de focalizagdo isoelétrica Multiphor 1l, GE Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra).

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

(Buckinghamshire, Inglaterra).
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2.3 METODOS

2.3.1 Cultura celular

O cultivo de células CHO produtoras de hTSH foi realizado em trés condicdes:

a- Condicao padrao de producéao de hTSH

As células CHO transfectadas (~10° células) foram cultivadas a 37°C e
atmosfera de 5% de CO,, em frascos de 225 cm? com 40 mL de meio de cultura o-
MEM contendo 10% de soro fetal bovino dialisado (dFBS). Durante
aproximadamente cinco dias as células foram mantidas nesse meio até atingirem
80% de confluéncia. Apds a confluéncia, o meio foi substituido por meio CHO-S-SFM
Il suplementado com penicilina/estreptomicina (50 pug/mL), gentamicina (40 pg/mL),
anfotericina B (0,25 pg/mL) e metotrexato MTX (0,1uM). 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 -20°C. Durante todo o cultivo, o hTSH produzido foi quantificado

mediante ensaio imunorradiométrico (IRMA).

b- Variacdo datemperatura na fase de producéo do hTSH

O esquema de cultivo das células CHO produtoras de hTSH utilizado neste
caso € apresentado na Tabela 3. Para este tipo de cultivo, foram seguidos os
mesmos passos da producdo na condicdo padréo, até as células atingirem 80% de
confluéncia, quando entdo a temperatura foi reduzida para 30°C, assim
permanecendo até o final do processo de produgado. Apos um dia de adaptagao das
células a nova condi¢cédo de temperatura, o meio a-MEM foi trocado para meio SFM-
. 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 € o
sobrenadante coletado armazenado a -20°C. O hTSH coletado durante todo periodo

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

Fase de crescimento Fase de producéo
das células CHO de hTSH
Meio a-MEM Meio SFM-II
Condicdo 1 37°C 3r7°C
. 37° 30°C 30°C
Condigao 2 Até confluéncia  Adaptacéo Coletas diarias
(3-5 dias) (1 dia) (20 dias)

c- Variacédo de CO; na fase de producao de hTSH

O esquema de cultivo das células CHO produtoras de hTSH, utilizado neste
caso, € apresentado na Tabela 4. Para este tipo de cultivo, foram seguidos os
mesmos passos da produgdo na condigdo padrao, até as células atingirem 80% de
confluéncia quando entdo o CO, foi reduzido de 5% para 0,03%, assim
permanecendo durante todo periodo de producdo. Apdés um dia de adaptagao das
células a nova condi¢gdo de CO,, o meio a-MEM foi substituido por meio CHO-SFM
[I. 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 -20°C. O hTSH coletado durante todo periodo

de produgao foi quantificado via IRMA.

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

Fase de crescimento Fase de producéao
das células CHO de hTSH
Meio a-MEM Meio SFM-II
Condicdo 1 5% CO, 5% CO;
. 5% CO, 0,03% CO, 0,03% CO,
Condicéo 2 Até confluéncia  Adaptagéo Coletas diérias

(3-5 dias) (1 dia) (20 dias)
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d- Anélises

Em todos os experimentos descritos anteriormente o numero de células foi
contado diariamente em camera de Neubauer, apds a tripsinizagcdo das células e a
homogeneizagao da suspensao celular.

A concentragao 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 (25°C).

2.3.2 Purificacao
O processo de purificagdo do hTSH empregado neste trabalho consistiu
de duas etapas cromatograficas, uma cromatografia classica de troca ibnica seguida

de uma cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa.

a- Cromatografia de trocaidnica (catidénica)

Em uma purificagéo tipica, o meio condicionado, apés ter seu pH acertado para
5,0, foi aplicado a uma coluna de 2,6 cm de diametro X 10 cm de altura, contendo a
resina SP Sepharose Fast Flow (SPFF) (resina de troca catibnica), previamente
equilibrada em 0,02M de acetato de soédio, pH 5,0 com 0,05M de NaCl. Apds
lavagens sucessivas (cinco volumes de coluna no minimo) com este mesmo tampéao,
as proteinas foram eluidas neste mesmo tampao com um gradiente linear de NaCl
(0,05M a 0,25M). O fluxo utilizado foi de 200 mL/h e as fragbes coletadas foram de
5 mL.

b- Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa semi-preparativa
(RP-HPLC)

O pool das fragcbes contendo hTSH, detectado por IRMA, resultante da
primeira etapa de purificagado, foi concentrado para 10 mL em um dispositivo filtrante
de centrifuga Amicon Ultra-15 e aplicado a uma coluna C4 semi-preparativa de fase

reversa. A coluna, conectada a um HPLC, foi mantida a 25°C e foram usados na fase
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movel dois tampdes A e B (tampao A: fosfato de sédio 0,05M pH 7,0 e tampéao B:
50% de A + 50% de acetonitrila). A eluicdo das proteinas foi realizada com um
gradiente linear de 25 a 100% de tamp&o B, durante 40 minutos. Um fluxo de
trabalho de 2,5 mL/min e detecgao por luz ultra-violeta (UV) no comprimento de onda
de 220nm foram utilizados. O pool final foi dialisado contra tampao fosfato de sodio
0,02M, pH 7,0, contendo 0,15M NaCl e 5mg/mL de glicina. Apés a dialise, o hTSH foi
liofilizado sob vacuo controlado entre 100-200mT na fase primaria e sob vacuo

maximo na fase secundaria para retirada da umidade residual.

2.3.3 Avaliacdo da proteina de interesse

2.3.3.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPSEC e RP-HPLC)

A avaliacdo qualitativa e quantitativa do rec-hTSH, nas diferentes etapas do
processo de purificacdo e no meio condicionado, foi realizada por técnica de
cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular (HPSEC) e em fase
reversa (RP-HPLC) (16, 52, 63). Em ambas, a detecgdo foi feita mediante luz
ultravioleta (UV), no comprimento de onda de 220nm.

No caso da HPSEC, a técnica de eluicdo foi isocratica tendo sido utilizada
como fase mével o tampéo fosfato de sddio 0,02M, pH 7,0 contendo cloreto de sédio
0,15M, sendo o fluxo de trabalho de 1,0 mL/min.

Na RP-HPLC a coluna foi mantida a 25°C e foram usados na fase movel dois
tampdes A e B (tampéo A: fosfato de sddio 0,05M, pH 7,0 e tampao B: 50% de A +
50% de acetonitrila). Um gradiente linear de 25 a 100% de tampé&o B foi estabelecido
durante 40 minutos, com fluxo de trabalho de 0,5 mL/min.

Tanto em HPSEC quanto em RP-HPLC a determinacéo do tempo de retencao
e a quantificagdo se fez sempre comparativamente a preparagdo 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 fragao
ligada de anticorpo marcado com '?°| (cpom) com concentracdes conhecidas de hTSH
(uwUl/mL), no intervalo de 0,15 — 100 pUl/mL (56, 60). Os seguintes reagentes séo
adicionados simultaneamente e mantidos por 16 horas (“overnight”) a temperatura
ambiente, em um agitador rotatério de tubos (“rotator”):

100 pL de amostra padréo ou de amostra desconhecida;

50 pL de I — mAB anti-hTSH (~ 60000 cpm);

300 uL de tampao fosfato de sédio 0,05M, pH 7,4 contendo 1% de BSA e 0,5% de
Tween 20;

50 uL de fase solida (anticorpo anti-hTSH acoplado a celulose).

A seguir sdo adicionados 2,0 mL de tampao de lavagem (fosfato de sdodio
0,05M, pH 7,4 + 0,1% de azida sodica + 0,5% tween 20) e a separagao entre a
fracao livre e a fragao ligada se da por centrifugagdo a 5000 X g por 30 min a 4°C,
sendo esta etapa de lavagem repetida por duas vezes. Em todos os ensaios foram
utilizados paralelamente preparagbes comerciais de controle de qualidade com
diferentes niveis de concentracdao de hTSH. Todas as amostras sao incubadas em

duplicata.

2.3.3.3 Determinacao de proteina total

A concentragao de proteina total foi estimada usando o método “Micro BCA”.
Este consiste na deteccéo colorimétrica e quantificagao da proteina total em solugao
diluida ap6s reagao com acido bicinconinico (BCA). A cada ensaio € determinada
uma curva padrdo de calibragdo que relaciona diferentes concentragbes de soro
albumina bovina (BSA) pura (0,5 - 200 ug/mL) com a absorvancia correspondente,
no comprimento de onda de 540nm. Os seguintes reagentes sao adicionados
simultaneamente em cada pogo de placas de microtitulagao: 125 uL de amostra;
125 uL de reagente de trabalho. O reagente de trabalho é constituido por: 50%
solugédo A (carbonato de sddio, bicarbonato de sédio, tartarato de sddio e hidréxido
de sddio); 48% solugao B (solugdo aquosa de acido bicinconinico 4%) e 2% solugéao

C (sulfato cuprico penta-hidratado 4%).
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234 Atividade biolégica mediante ensaio in vivo

A atividade biolodgica das preparagdes 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). Apo6s supressao do TSH endégeno por administragcédo, durante cinco dias, de
T3 (3 mg/mL) dissolvido em agua do bebedouro dos camundongos, uma unica dose
(10 ng) de hTSH por animal é injetada intraperitonealmente. Seis horas apds esta
injecao é coletada uma amostra de sangue do plexo retro-orbital, na qual € dosado o

T4. Em cada ensaio sdo utilizados seis animais para cada preparagao.

2.3.5 Espectometria de massa MALDI-TOF

A massa molecular de amostras de hTSH (~20-30 pmoles de cada horménio)
foi determinada por espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorbtion lonization-Time of Flight mass espectrometry) no laboratorio
Commonwealth Biotechnologies Inc. (Richmond, VA, EUA). A espectrometria de
massa foi realizada em um espectrémetro de massa Voyager DE, operando no modo
linear do ion-positivo, utilizando o acido sinapinico (AS) como matriz (solugao

saturada de AS em 50% de acetonitrila/0,1% de acido trifluoroaceético).

2.3.6 Distribuicao de isbmeros de carga

A distribuicdo de isbmeros de carga de amostras de hTSH, foi obtida por
focalizagdo isoelétrica. Nesta técnica eletroforética as proteinas migram até
encontrar um pH no meio eletroforético que seja correspondente ao seu ponto
isoelétrico. Para que isto ocorra é necessario que seja estabelecido um gradiente de
pH entre o anodo e o catodo. Tal gradiente é formado pela migragéo rapida de certas
substancias poliméricas denominadas anfdlitos. A focalizagao isoelétrica foi feita em
gel de poliacrilamida a 6%, utilizando anfélitos 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 focalizagdo sao transferidas, via eletroblotting, a uma
membrana de PVDF por duas horas, utilizando 25 volts. A visualizagado das bandas &
conseguida ap6s mergulhar a membrana, durante 2 minutos, em solugado corante

Coomassie Brilliant Blue R250.

2.3.7 Andlise da porc¢éo glicidicado hTSH

2.3.7.1 Analise composicional

O numero de nmoles de acgucar por ug de proteina de cada um dos seguintes
monossacarideos que compdem a parte glicidica do hTSH foi determinado: Fucose,
N-acetilgalactosamina, N-acetilglucosamina, galactose, manose e acido neuraminico
ou sialico. Para esta determinagcdo foram utilizadas cromatografia gasosa e
espectrometria de massa (GC/MS) para separagao e analise dos monossacarideos
apods sua liberacdo mediante metandlise acidica. Estas analises foram realizadas no
“Complex Carbohydrate Research Center de Atlanta (EUA)”.

2.3.7.2 Andlise estrutural

As analises das estruturas dos carboidratos ligados a asparagina (N-glicanos)
que compdem as diferentes preparacdes de hTSH em estudo foram realizadas apés
clivar os glicanos com a glicosidase PNGase F de F. meningosepticum, separa-los
da proteina e marca-los com acido amino benzdico fluorescente (4-ABA). Apds a
marcagao, os carboidratos foram analisados por HPLC em fase-normal, usando uma
coluna de TSK-gel Amide-80 (4,6 X 250 mm, 5 um; TOSOH Bioscience, Stuttgart,
Alemanha). Os tempos de retencdo dos picos detectados foram comparados aos
tempos de retencdo de padroes de acgucares comerciais da Dextra Laboratories
(Residing, Inglaterra) e Glyko (Novato, CA, EUA). As analises foram realizadas em
colaboracdo com o “Department of Biotechnology, University of Natural Resources

and Applied Life Sciences , Vienna, Austria”.
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2.3.7.3 Andlise da ligagdo do &cido sialico a galactose nas conformacdes
a2-3 e a2-6 na preparacédo hipofisaria.

Para esta analise foram utilizadas lectinas com afinidades especificas para o
acido sialico (Neu5 Ac) ligado em conformagdo a2-3 (NeuS5 Ac a2-3 ) e em
conformacgao a2-6 (Neu5 Ac a2-6) a galactose. Para a detecgéo da interagao dos N-
glicanos foi usado um anticorpo anti-hTSH biotinilado posteriormente conjugado a
estreptavidina. O TSH foi tratado ou com uma neuraminidase ativa nas duas liga¢des
ou com a neuraminidase predominantemente especifica para ligagdo o2-3. Esta

determinacao foi realizada no laboratorio “Proteodynamics” (Saint Beauzine, Francga).
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3 RESULTADOS

3.1 Obtencéao do rec-hTSH IPEN

3.1.1 Condicdes de cultivo das células CHO produtoras de hTSH

3.1.1.a- Variagéo da temperatura

Neste estudo, tanto na condigdo um como na condicdo dois de cultura das
células CHO, ndo foram observadas diferencas de comportamento nas duas
temperaturas analisadas quanto ao pH e a glicose.

O numero de células nos primeiros quatro dias de cultivo foi maior na
temperatura de 37°C, tornando-se praticamente igual nos dias subsequentes (Figura
5A).

Durante os cinco primeiros dias de cultivo, a concentragdo de hTSH no meio
de cultura foi maior a 30°C, tornando-se inferior nos quatro dias subsequentes
(Figura 5B).

Quanto a produtividade especifica (Figura 5C), na temperatura de 37°C, nos
primeiros quatro dias, a produtividade média de hTSH foi de 0,55ug
hTSH/10%els./dia, tendo aumentado nos Ultimos cinco dias, chegando a 1,3ug
hTSH/10%cels./dia. Com a temperatura de 30°C ocorreu o contrario, houve uma
maior produtividade de hTSH nos primeiros cinco dias (1,45ug hTSH/10%cels./dia), do
que nos quatro dias restantes (0,61ug hTSH/10%cels./dia).

Nao observamos melhora significativa da produtividade de hTSH (ug/mL) com
variacao da temperatura de 37°C para 30°C e, por esta razao, este produto nao foi

purificado para posteriores analises.
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Figura 5 Variacdo do n° de células (A), da concentracdo (B) e da

expressdo especifica de hTSH (C), na fase de producado, em diferentes

condi¢cdes de temperatura. (m ) 37°C; (@) 30°C
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3.1.1.b- Variagéo do nivel de CO,

Nas duas diferentes condi¢cdes de cultivo em que o nivel de CO, foi variado,
nao foram observadas diferengas significativas relativas ao pH e a concentracéo de

glicose.

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

presenca de 5% de CO,, tornando-se menor nos treze dias subsequentes (Figura 6).

A concentragdo de TSH no meio de cultura foi, durante todo o tempo de
producdo, maior na auséncia de CO,, especialmente do segundo ao décimo primeiro
dia (Figura 7).

Em relagdo a expressao especifica de hTSH, nos primeiros dez dias de
cultivo, ela foi substancialmente maior na auséncia de CO; (Figura 8).

Uma avaliagdo qualitativa e quantitativa, mediante RP-HPLC, do hTSH
presente no meio condicionado, em trés ensaios independentes, mostrou idéntico
comportamento cromatografico para os dois produtos obtidos em condi¢oes
diferentes e um aumento médio da produtividade de 61% na condicdo de CO,

reduzida (Tabela 5, Figura 9).
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Tabela 5 Concentracdo de r-hTSH no meio condicionado, obtido com 5% de
CO; (+CO,) e em condi¢cbes de CO; reduzida (-COy).

NUumero Rendimento Rendimento Aumento de
do ensaio hTSH (+CO,) hTSH (-COy) produtividade
ug/L ug/L (%)
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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3.1.2 Purificagcao de r-hTSH

Em uma purificagdo tipica, o meio condicionado, contendo 0,6 ng de hTSH/mL
(hTSH determinado por IRMA) e com uma fragdo 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 fracdo de massa de hTSH de 12,7% (Tabela 6 e Figura 10
A). A recuperacao desta etapa foi de 84% com um fator de purificagdo de 36 vezes.
O controle de qualidade do pool selecionado nesta etapa foi feito mediante HPLC de
exclusao 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 presenga de
contaminantes com maior massa molecular que o hTSH (tg=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 possivel eliminar estes contaminantes como € mostrado nas
Figuras 11 B e 12 B, onde uma pureza > 99% €& mostrada nos dois sistemas
analiticos, respectivamente HPSEC e RP-HPLC. Uma recuperagdo de 83% e um
fator de purificacdo de ~8 vezes foram observados nesta etapa de purificagdo, cuja
duragdo nao ultrapassa 1 hora, além de dar origem a um produto relativamente
concentrado (1,2 mg/mL).

O produto dialisado e liofilizado na&o sofreu praticamente perdas e houve
um aumento minimo das impurezas relacionadas ao produto, as quais ainda foram
<1,5% em HPSEC e < 3,5% em RP-HPLC.



Tabela 6 Purificacdo de hTSH recombinante, partindo de aproximadamente

10 L de meio condicionado.

Etapa da Proteina total hTSH Rendimento Fracéo de
Purificacao (mg) (mg) da etapa massa
(%) (%)
Meio 2
Condicionado 1603,9 5,67 100 0,35
Eluato da 37,4 476 ° 84 12,7
troca catidnica
Eluato da 3
2,84 2,95 83 103,9
RP-HPLC

'Estimado por BCA
2Estimado por RP-HPLC
3Estimado por HPSEC
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Figura 11 Perfis obtidos em HPSEC dos pools obtidos em duas etapas de
purificacdo: (A) Cromatografia catiobnica em SP-Sepharose FF. (B) RP-HPLC
semi-preparativa. Neste experimento a preparacdo referéncia de hTSH
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3.2 Andlise das diferentes preparacfes de hTSH

3.2.1 Massa molecular

As massas moleculares das preparagdes 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 precisao interensaio foi
observada para estas determinagdes, com coeficientes de variagdo iguais ou
menores a 1%.

Nesta determinacao foi possivel identificar simultaneamente a massa do
heterodimero e de suas subunidades o e . Observa-se uma diferenga minima entre
a massa molecular determinada diretamente (experimental) para o heterodimero 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
(diferenca de +0,77%) com a massa molecular do Thyrogen, ambas determinadas
por espectrometria de massa MALDI-TOF, enquanto uma diferenca de +7,2% foi
detectada com relagcdo a preparagao hipofisaria. Em relacdo ao valor tedrico
reportado para o Thyrogen, a diferenga experimental observada foi de 0,16% o que

confirma a excelente exatiddao do método.
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Tabela 7 Massa molecular relativa média (Mr) do heterodimero e subunidades

relacionadas

de diferentes

preparacdbes de hTSH, determinadas

por

espectrometria de massa MALDI TOF (n = 2 determinag¢des independentes), em

comparacdo com valores tedricos da literatura

Preparacéo Subunidade o Subunidade B Heterodimero
Mr + DP Mr + DP Mr + DP
experimental a+p
calc/exp

p-hTSH-NIDDK 13018,5 + 355,7 144755+ 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 teorico para o 13820 15840 20660

Thyrogen (Cole, 1993)
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3.2.2 Hidrofobicidade

A Tabela 8 mostra a excelente reprodutibilidade dos tempos de retencao
correspondentes a quatro preparacdes de hTSH, com um coeficiente de variagao
<0,6%.

As trés preparacdes recombinantes de hTSH, Thyrogen, IPEN (+CO;) e IPEN
(-CO3), mostraram-se ligeiramente menos hidrofobicas do que a preparacéo
hipofisaria (NIDDK), em analises por técnica de HPLC em fase reversa (RP-HPLC).
A preparacédo r-hTSH-Thyrogen apresentou um tempo de retencédo que é 1,23%
menor do que o tempo de retencdo da preparacao hipofisaria, enquanto no caso do
r-hTSH-IPEN esta diferenca foi de 1,17% e 1,38% respectivamente para as
preparacdes obtidas na presenca e na auséncia de CO..

Os trés produtos recombinantes ndo apresentaram diferencga significativa entre
os tempos de retengdo. Entretanto, as preparagdes recombinantes apresentaram
tempos de retengdo estatisticamente diferentes (p<0,02) do tempo de retengcao

encontrado para a preparagao hipofisaria (NIDDK).

Tabela 8 Estatistica dos tempos de retencao inter-dias para quatro diferentes

preparacdes de hTSH, analisadas por RP-HPLC

Preparagdes de hTSH tg+ DP (min) CV Diferenca relativa a Namero de

(%) preparacao hipofisaria determinacdes

(%)
p-hTSH-NIDDK 32,790,186 0,57 - 6
r-hTSH-Thyrogen 32,39+0,193 0,60 -1,23 6
r-nTSH-IPEN (+COy) 32,41+0,175 0,54 -1,17 6

r-hTSH-IPEN (-CO5,) 32,37+£0,189 0,58 -1,38 6
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3.2.3 Atividade biolégica

A atividade bioldgica das quatro preparagbes de hTSH avaliada em um ensaio
in vivo em camundongos, € apresentada na Tabela 9. A precisao intra-ensaio variou
de 12,5% a 21,7%.

A Tabela 10 apresenta a poténcia das diferentes preparagdes de hTSH
relativa a preparagao de referéncia hipofisaria (NIDDK) e a preparagéo de referéncia
recombinante, Thyrogen. A preparagao r—hTSH-IPEN (-CO,) foi menos ativa (p<
0,02) do que a preparagao r-hTSH-IPEN (+CO.), a qual foi equipotente (p> 0,05) ao
Thyrogen. As trés preparagbes recombinantes estudadas foram 1,25 , 1,6 e 1,8
vezes mais potentes do que a preparagao hipofisaria, com niveis de significancia de
p< 0,05, p< 0,001 e p< 0,001 respectivamente.

A atividade biolégica absoluta, determinada considerando a poténcia de 4
IlU/mg para o Thyrogen (49), foi de 2,52, 4,6 e 3,2 |lU/mg respectivamente para o
pit-hTSH-NIDDK, r-hTSH-IPEN (+CO;) e r-hTSH-IPEN (-CO,).
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Tabela 9 - Bioensaio in vivo: niveis de T, determinados por RIA apoés
administracdo de hTSH a camundongos tratados com T3

Preparacéo Numero de T4 Desvio Coeficiente de
camundongos (ug/dL)!  Padréo variago (%)
Salina 6 n.d.? - -
p-hTSH-NIDDK 6 2,0 0,31 15,5
r-nTSH-Thyrogen 6 3,2 0,40 12,5
r-hTSH-IPEN (+CO;) 6 3,6 0,78 21,7
r-hTSH-IPEN (-CO;) 6 2,5 0,40 15,8

1 - - ) ~
cada valor &€ a média das determinagdes de T, no soro de 6 camundongos, cada soro
sendo determinado em duplicata
2 ,
nao detectavel

Tabela 10 - Bioensaio in vivo: poténcias de preparacdes de hTSH relativas aos

padrbes de referéncia NIDDK e Thyrogen

Preparagéo Poténcia relativa a Poténcia relativa a
NIDDK Thyrogen
p-hTSH-NIDDK 1,00 0,63
r-nTSH-Thyrogen 1,59 1,00
r-hTSH-IPEN (+CO3) 1,82 1,15

r-hTSH-IPEN (-CO>) 1,27 0,80
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3.2.4 Distribuicédo dos isdmeros de carga

A analise dos isbmeros de carga das diferentes preparagdes de hTSH foi feita
mediante focalizagao isoelétrica (IEF), sendo os perfis encontrados mostrados na
Figura 13. Uma grande heterogeneidade de cargas foi observada tanto para as
preparagdes recombinantes (amostras 4, 5 e 6) quanto para as preparagdes
hipofisarias (amostras 2 e 3). As preparagdes recombinantes apresentaram seis
bandas, distribuidas entre pH 5,39 e pH 7,35, enquanto as hipofisarias mostraram
oito ou nove bandas no intervalo de pH de 4,82 - 7,35. A principal diferenga no perfil
de bandas obtido para as preparagdes hipofisarias e recombinantes foi a presenca
de 2-3 isdbmeros de carga mais acidos nas preparagdes hipofisarias. Nao houve
diferencas consideraveis nos perfis obtidos para as duas preparagées IPEN
originarias de cultivos em diferentes condigbes, bem como no Thyrogen. A maior
parte do material, no caso das preparagcdes recombinantes, focou em trés bandas de
pl 5,85, 6,20 e 6,63 e, no caso das preparacdes hipofisarias, em trés bandas de pl
4,82, 4,98 e 5,20.
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4.55 4.55
3.50 3.50

Figura 13 Perfil de distribuicédo dos isbmeros de carga de preparacdes de hTSH

1 - marcadores de ponto isoelétrico
2 - p-hTSH-NOR

3 - p-hTSH -NIDDK

4 - r-hTSH-Thyrogen

5 - r-hTSH-IPEN (+CO5)

6 - r-hTSH-IPEN (-CO,)

7 - marcadores de ponto isoelétrico
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3.2.5 Anédlise dos carboidratos

3.2.5.a Analise composicional

A percentagem de carboidratos encontrada em cada uma das preparacdes de
hTSH analisadas foi de 14,5%, 20% e 6% respectivamente para o Thyrogen, r-hTSH-
IPEN e p-hTSH-NIDDK.

A analise composicional de monossacarideos destas trés preparacbes de
hTSH mostrou que a glicosilagcdo das preparagdes recombinantes difere daquela da
preparagao hipofisaria tanto na extengao quanto no tipo de glicosilagcdo observada
(Tabela 11). O nivel total de glicosilagdo das preparagdes recombinantes € maior
daquele encontrado para o hormdnio hipofisario como visto pelas maiores
quantidades de N-acetil glucosamina (GIcNAc) e Manose (Man) presentes. A N-acetil
galactosamina (GalNAc) apareceu apenas na preparacao hipofisaria, um conteudo
de 0,12 nmoles/ug sendo determinado, valor este da mesma ordem daquele
encontrado por Szkudlinski e colaboradores (74). Isto € consistente com a falta de N-
acetilgalactosamina transferase e sulfotransferase nas células CHO (15). Um maior
conteudo de Galactose (Gal), freqientemente ligado ao acido sialico e do préprio
acido sialico (NeuAc) nas preparagdes recombinantes com relagdo a preparagao
hipofisaria foi também observado. O conteudo de acido sialico da preparagao
recombinante IPEN foi maior (2,4 vezes) do que o obtido para a preparagéo
recombinante Thyrogen, e ambos foram maiores do que o conteudo de acido sialico
da preparacao hipofisaria (3,6-8,6 vezes), sendo as porcentagens de acido sialico
por massa protéica 1,4%, 3,4% e 0,4% respectivamente para Thyrogen, r-hTSH-
IPEN e p-hTSH-NIDDK.



Tabela 11 Anélise de

recombinantes e hipofiséria.

monossacarideos de preparacfes

50

de hTSH

Preparacao GIcNAC Gal Man NeuAc GalNAc
nmol/ug nmol/ug nmol/ug nmol/ug nmol/ug
r-hTSH-Thyrogen 0,267 0,212 0,171 0,064 -
r-hnTSH-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 Anélise estrutural

As Figuras 14, 15 e 16 e a Tabela 12 mostram as estruturas dos
oligossacarideos identificadas nas diferentes preparagdes recombinantes de hTSH
estudadas, respectivamente, IPEN (-CO;), IPEN (+CO;) e Thyrogen.

Os N-glicanos identificados sdo do tipo complexo, com estruturas bi-, tri- e
tetra-antenarias e niveis variaveis de sialilagdo. Foram identificadas também
espécies fucosiladas e nao fucosiladas.

As estruturas mais abundantes foram as biantenarias monosialiladas,
representando ~69% de todas as formas identificadas nas trés preparagdes
recombinantes: N2G2S+, N2G1S1 e N2GoSqF.

A maior parte dos carboidratos do r-hTSH séo sialilados (86 — 88 %), com
3,37; 3,61 e 3,57 moles de acido sialico/moles de proteina nas preparacoes
recombinantes r-hTSH-IPEN (-CO ), (+CO; ) e Genzyme respectivamente. Entre as
espécies sialiladas identificadas nas trés preparagcdes de hTSH analisadas (Figura
17), observou-se que os glicanos bi-antenarios sdo os mais freqientes. O mesmo
ocorreu entre as espécies neutras identificadas nas duas preparagdes IPEN. Por
outro lado, no r-hTSH Thyrogen, as espécies neutras mais frequentes sao as tri-
antenarias (Figura 18). A preparagédo IPEN (-CO;) apresentou 8% mais espécies bi-
antenarias que a preparagao IPEN (+CO;) e cerca de 10% mais que o Thyrogen.
Esta diferenca é principalmente relativa as espécies neutras, como pode ser
observado na Figura 18. Por outro lado, a preparagdao IPEN (-CO;) apresentou
aproximadamente duas vezes menos estruturas tri-antenarias que as duas outras
preparacdes de hTSH. As estruturas tetra-antenarias aparecem em baixa frequéncia
(<4%) nas trés preparacdes. Entre as espécies bi-antenarias, a frequéncia de
espécies fucosiladas foi de 27%, 19% e 21%, respectivamente para o r-hTSH-
Thyrogen, r-hnTSH-IPEN (+CO;) e r-hTSH-IPEN (-CO,).

Quanto a frequéncia dos N-glicanos nas trés preparacdes de hTSH de acordo
com o nivel de sialilacdo, as espécies monosialiladas foram as mais frequentes
(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 preparacao de r-hTSH IPEN (-CO,)
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Figura 15 N-glicanos da preparacao de r-hTSH IPEN (+CO,)
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Figura 16 N-glicanos da preparacéo de r-hTSH Thyrogen
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Tabela 12 Distribuicdo dos N-glicanos em trés preparacdes de rec-hTSH,

quanto a antenaridade e o nivel de sialilacéo

bi-antenaria

tri-antenaria

tetra-antenaria

Nivel total de

Nivel de
e IPEN IPEN THY IPEN IPEN THY IPEN IPEN THY sialilacao
sialilacao
(-COy) (+COy) (-COz) (+CO2) (-CO,) (+COy) IPEN IPEN THY
(%) (%) (%) (-COz) (+CO)
(%)
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 nd. 0,30 0,65 n.d. 9,40 7,86 7,03
3 5,76 9,30 10,0 041 0,34 0,31 6,17 9,64 10,31
4 1,11 1,24 1,15 111 1,24 1,15
Total de
90,23 82,64 80,76 7,43 13,87 16,59 2,35 3,46 2,65
antenas
Total de
86,27 88,40 87,14

sialilados




N-glicanos sialilados (%)

ga

7a

&1

a0

40

30
20

B Thyrogen
I hTSH IPEM (-CO5)
Bl HTSH IPEM S0 )

2 3
Antenaridade

56

Figura 17 Frequéncia (%) de N-glicanos sialilados com estruturas bi-tri e tetra-

antenarias em diferentes preparacfes de hTSH.
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Figura 18 Freqiéncia (%) dos N-glicanos neutros com estruturas bi-tri e tetra-
antenarias em diferentes preparacfes de hTSH.

No caso do hTSH hipofisario (NIDDK), foram identificadas estruturas do tipo
oligo-manose, do tipo hibrido e do tipo complexo, bi-, tri- e tetra-antenarias, sendo
16% das estruturas neutras e o restante com terminagdo em sulfato e/ou acido
sialico (Figura 19). Do total destas estruturas carregadas, 81% contém sulfato e 38%
contém acido sialico, sendo que em 19% delas ha a presenca dessas duas
terminacgdes. Todas as estruturas sialiladas identificadas no hTSH hipofisario contém
somente um acido sialico (monosialiladas), enquanto as espécies sulfatadas
apresentam numero variavel de sulfatos (um a trés), sendo a maioria delas (~70%)
com apenas um sulfato, que aparece ou ligado a N-acetilgalactosamina (GalNAc-
S04?) ou a Galactose (Gal-SO4?). A técnica de analise dos N-glicanos empregada
para o hTSH hipofisario ndo foi quantitativa, ndo sendo possivel ter a porcentagem
das diferentes estruturas. As glicoformas com terminacdes Gal-SO42 e GalNAc-
(SO42),, ligadas respectivamente a uma e a trés galactoses, foram as glicoformas
predominantes: N1G1SO4 e N3G3GN3(SOy4)s.

Ainda com relacdo a preparacao pituitaria de hTSH, foi feita a analise da
ligacdo do acido sialico nas conformagbes a2-3 e a2-6. A Figura 20 mostra as
intensidades relativas da composicao de Neu5 Ac a2-3 e/ou de Neu5 Ac a2-6 no p-
hTSH. No caso do TSH sem acido siadlico, obtido apds tratamento com
neuraminidase (asialo-TSH), observa-se um decréscimo na intensidade do sinal de
ligagdo de 85% no caso da lectina especifica de a2-6 e 90% no caso da lectina
especifica de o2-3. Quando o TSH foi submetido a um tratamento com
neuraminidase ativa preferencialmente para a ligagado a2-3 (a2-3 asialo-TSH) houve
um decréscimo de 80% no sinal de ligacdo com a lectina especifica para a2-3 e

praticamente ndo houve alteragédo do sinal com a lectina especifica para a2-6.
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Figura 20 Intensidade de Neu5Aca2-3 e de Neu5Aca2-6 no p-hTSH-NIDDK

Este tipo de experimento foi repetido, juntamente com outra glicoproteina
utilizada como controle, para ter certeza que o fraco sinal de ligagdo observado
reflete a pequena quantidade de acido sialico presente no p-hTSH, fato este ja
detectado na analise dos N-glicanos e também na andlise composicional de
carboidratos (0,018 nmoles/ug hTSH) (Figura 21). Com base nas intensidades de
ligagdo, as proporgdes dos dois tipos de ligagao foram de 68 + 10% para Neu5A a.2-3

e de 32 £ 10% para NeuS5Ac a2-6 (Figura 22).
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4 DISCUSSAO

No presente trabalho foram focados dois aspectos fundamentais com
relagao a tireotrofina humana:
e a estratégia do cultivo celular, para obter uma maior produtividade de hTSH
compativelmente com sua qualidade, no caso das preparagdes recombinantes;
e a origem da preparagao: derivada de células CHO (r-hTSH) ou derivada da
hipofise (p-hTSH).
Os efeitos destes dois aspectos foram estudados nas propriedades da molécula
tais como massa, hidrofobicidade, distribuicdo de isoformas e atividade bioldgica
bem como nas caracteristicas da porgao glicidica, seja na composicdo que na

estrutura dos carboidratos.

Com relagao a influéncia da estratégia de cultivo na produtividade do hTSH,
utilizando a redugado da temperatura como estratégia de cultivo celular na fase de
producao da proteina, os nossos dados nao confirmaram os efeitos benéficos
preconizados na literatura, para varias proteinas, (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
producdo de hTSH ndo obtivemos aumento na sua produtividade. Yoon e
colaboradores (88) também nao 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 reducdo 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 proteina-dependente.

Quando na estratégia de cultivo foram feitas alteracées no nivel de CO,,
diminuindo-o de 5% para 0,03%, na fase de produgao, obtivemos um significativo

incremento de produtividade de hTSH da ordem de 60%. Nossos dados estdo em
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acordo com aqueles obtidos, com estratégias analogas, por Yoon e colaboradores
(86) na produgao de eritropoietina recombinante (EPO). Estes autores obtiveram um
aumento de produtividade um pouco maior que 0 nosso: aproximadamente 2,2
vezes. Salientamos que a possibilidade de analisar qualitativamente e
quantitativamente a proteina de interesse ainda no produto bruto, diretamente no
meio condicionado, s6 foi possivel gragas a técnica de RP-HPLC anteriormente
desenvolvida em nosso laboratorio (52), cujas potencialidades sao bem discutidas
em recente revisdo da metodologia de HPLC (62). A possibilidade de avaliar, ja em
uma etapa inicial, a qualidade da proteina expressa pelas células CHO é de extrema
importancia para o desenvolvimento de um processo biotecnoldgico consistente e
rapido.

A avaliagdo dos produtos recombinantes gerados nas condi¢bes de 5% e
0,03% de CO, mostrou n&do haver diferengas significativas no nivel de sialilagéo e na
estrutura dos N-glicanos destes dois produtos, bem como na distribuicdo dos
isdmeros de carga. Quanto a atividade biologica, embora em presenca de 0,03% de
CO; tendo sido discretamente menor do que aquela obtida na presenca de 5% de

CO,, esta ainda mostrou-se bem maior do que a da preparacao nativa.

Para realizar as metas previstas, foi desenvolvida uma estratégia de purificagéo
de duas etapas, eficiente, pratica, econbmica e rapida, consistindo de uma
cromatografia classica de troca ibnica e uma cromatografia liquida de alta eficiéncia
de fase reversa, recentemente publicada (53).

A etapa de RP-HPLC semi-preparativa proposta para a estratégia de
purificacdo do hTSH foi fundamental para obtengdo de um produto com pureza >
99%, com altos rendimentos (~80%). Apesar de exatidao, sensibilidade, resolugao,
versatilidade e rapidez serem caracteristicas bem conhecidas da RP-HPLC, o seu
uso no campo de purificagdo dos horménios hipofisarios recombinantes tem sido
bastante restrito. Para estes hormdnios sé se tem conhecimento da utilizacdo da RP-
HPLC preparativa para o horménio de crescimento (hGH) (32) e para o FSH, neste

ultimo caso utilizada em uma etapa final (“polishing”) quando o material inicial, cuja
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fracado de massa era de 2%, ja havia atingido um fator de purificagédo de 41 vezes,
apos trés colunas convencionais (44). O grande poder de purificagdo da coluna semi-
preparativa de fase reversa utilizada no presente trabalho ficou ainda mais
evidenciado quando ela foi utilizada como primeira etapa de purificagdo. Nestas
condigoes, o “pool” resultante desta etapa apresentou fragdo de massa de 80% e,
portanto um fator de purificagdo de 228 vezes.

Para a purificagdo do hTSH as estratégias descritas na literatura envolvem
métodos cromatograficos convencionais tais como interagéo hidrofobica, afinidade,
troca i6nica e exclusdo molecular (15, 49, 61, 74). O material de partida da
purificacdo aqui detalhada era um produto ~8 vezes menos concentrado e ~8 vezes
menos puro do que aquele relatado anteriormente em trabalho de purificagdo por nés
publicado (49). Com a presente estratégia de purificagdo 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 Unico processo
reportado com detalhes na literatura (15) observa-se que, mesmo tendo comegado
com um produto 42 vezes menos concentrado e 74 vezes menos puro, foi possivel
obter, com 0 mesmo numero de etapas de purificagdo, um produto tdo puro quanto
aquele obtido por Cole e colaboradores (15). Salientamos também a enorme
concentragdo de volume (4000 vezes) que foi obtida nas duas etapas
cromatograficas, sem consideravel agregag¢ao ou perda de atividade de hTSH.

E importante ressaltar que o r-hTSH-IPEN obtido por esta técnica mostrou-se
equipotente a preparagdo Thyrogen, farmaco cujo uso terapéutico tem sido bem
estudado (47, 72). Nao é confirmada, dessa forma, a hipotese frequentemente
levantada da instabilidade da proteina em virtude da presenca de altas

concentracdes de solvente organico (acetonitrila) na fase mével deste tipo de HPLC.

A espectrometria de massa MALDI-TOF tem-se mostrado uma ferramenta
bastante importante para estabelecer a identidade de, ou diferencas chaves entre

preparacdes recombinantes e nativas, especialmente quando o uso destas
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preparacgdes € para fins terapéuticos (21). No presente trabalho as duas preparagdes
recombinantes analisadas mostraram uma massa maior (~7%) em comparagao com
a preparacao hipofisaria. Esta diferenga é possivelmente explicada pela diferenca na
parte glicidica entre estas preparacbées. A massa molecular experimental
determinada para o Thyrogen, por espectrometria de massa MALDI-TOF, apresentou
um o6timo acordo (diferenga < 1%) com aquela tedrica relatada na literatura por Cole
e colaboradores (15), estimada com base na sequéncia de aminoacidos e acrescida
da porcao de carboidratos, determinada experimentalmente.

Gragas as condi¢des utilizadas na espectrometria de massa, foi possivel
detectar simultaneamente o heterodimero e as subunidades o e B. Ja tinhamos
observado este fato também para os outros glicohormdnios da mesma familia do
hTSH, hFSH (45) e hLH (2). A obtencéo direta da massa do heterodimero, sem a
necessidade de se efetuar uma ligagdo quimica para impedir sua dissociagao,
aumenta ainda mais o potencial desta técnica de determinagdo de massa molecular,
cuja exatidao € bem conhecida. Isto foi confirmado pelo acordo encontrado entre os
valores experimentais diretos das massas dos heterodimeros e aqueles calculados

pela soma das massas das respectivas subunidades.

Nossos dados mostraram uma diferenga significativa entre os tempos de
retencdo na RP-HPLC da preparacdo hipofisaria e das trés preparacoes
recombinantes. A RP-HPLC de fato mostrou-se extremamente sensivel em detectar
diferencas estruturais pequenas, provavelmente relacionadas a diferencas de
carboidratos, o que esta de acordo com a afirmagdo de Rassi (59), de que a
microheterogeneidade dos carboidratos contribui de alguma forma nas interacdes
moleculares em RP-HPLC. O tempo de retencao na RP-HPLC, um tipo de indice de
hidrofobicidade, poderia, portanto, ser usado como um teste de identidade e

qualidade, rapido e altamente sensivel para tais variabilidades (45, 52, 71).
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O novo esquema de bioensaio in vivo proposto no presente trabalho, baseado
em um numero maior de replicatas para uma unica dose de hTSH (10ug), forneceu
uma precisdao perfeitamente aceitavel, com coeficientes de variagdo em geral da
ordem de 15%. Destacamos ser esta uma variabilidade abaixo daquela normalmente
encontrada para ensaios in vivo, cuja baixa precisdo (CV >25%) é bem conhecida.

A escolha da dose de 10 ug baseou-se em resultados obtidos em trabalhos
anteriores nos quais esta dose de hTSH fornecia sempre respostas reprodutiveis, na
regido linear da curva dose-resposta (49, 57).

O rec-hTSH IPEN demonstrou ter uma atividade bioldgica proxima ao unico
produto recombinante existente no comércio e bem superior ao produto de origem
hipofisaria. A menor atividade biolégica in vivo encontrada para a preparagéo
hipofisaria é provavelmente um reflexo do menor conteudo de acido sialico

encontrado nesta preparacgao (19, 74, 80).

As preparacdes de hTSH recombinante mostraram, por focalizagao isoelétrica,
aproximadamente o mesmo numero de glicoformas que aquelas encontradas para o
Thyrogen por Zhou e colaboradores (94). Estas foram, entretanto, distribuidas em
uma regiado levemente mais acida, com pls aproximadamente entre 4 e 7. Por outro
lado, uma distribuicdo de glicoformas em uma regido mais basica (pl entre 6,2 e 8,8)
foi reportada por Szkudlinski e colaboradores (77) para preparagbées de hTSH
recombinante com diferentes niveis de sialilacdo. Da mesma maneira, para as
glicoformas das preparag¢des hipofisarias encontramos uma distribuigdo em uma
regido levemente mais acida (4,82 — 7,35) do que a reportada na literatura (6,8 - 8,3)
(69). A distribuicao dos isbmeros de carga mostrou-se bastante similar entre os
produtos recombinantes e consideravelmente diferente daquele hipofisario. Achamos
isto bastante surpreendente, especialmente considerando as diferentes condicdes de

producao existentes entre o nosso produto e o produto da Genzyme (Thyrogen).
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Comparando os dados de Szkudlinski e colaboradores (74) com 0s nossos
observamos um conteudo de acido sialico 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 conteudo de acido
sialico nas preparagdes recombinantes do que nas preparagdes hipofisarias.
Segundo Cole e colaboradores (15), este grau de sialilagdo muito maior (~5 vezes) é
especialmente um reflexo do nivel mais baixo de galactose no hTSH hipofisario, uma
vez que a razdo acido sialico/galactose é idéntica para os dois horménios. De fato
observamos, no nosso trabalho, uma relagdo constante (0,7) entre acido sialico e
galactose, tanto para a preparacao r-hTSH-IPEN como para a preparagao p-hTSH.
No entanto esta razao foi bastante inferior no caso da preparagdo recombinante da
Genzyme (0,3). O valor do acido sidlico determinado para esta preparacéo
recombinante foi surpreendentemente menor (2,5 vezes) do que para a preparagao
IPEN, também recombinante. Isso pde duvidas a respeito desta determinacéo,
especialmente porque ndo encontramos entre estas preparagdes diferencas de
atividade bioldgica, que € influenciada pelo nivel de sialilagdo. Além disso, o nivel de
sialilagdo calculado a partir da analise estrutural destas preparagdes, mostrou-se
semelhante entre a preparacdo IPEN e Thyrogen. De fato, a razdo molar acido
sialico:galactose (S/G) determinada a partir da analise das estruturas glicidicas
para as trés preparag¢des recombinantes, r-hTSH-IPEN (+CO,;), r-hTSH-IPEN (-CO,)
e r-hTSH-Thyrogen foram respectivamente 0,61, 0,61 e 0,59, confirmando as
observagdes de Cole e colaboradores (15). A partir dos dados destes autores foi
possivel calcular as razées de 0,66 para o r-hTSH e 0,68 para o p-hTSH e, assim
pudemos demonstrar a existéncia de uma excelente precisdo inter laboratorial
relativamente a este parametro: X =0,63 +0,038 (CV =6,0%, n=5).

Uma analise das estruturas dos N-glicanos do hTSH recombinante, analoga a
realizada no presente trabalho, foi reportada na literatura por Morelle e colaboradores
(51). Estes autores apresentaram uma analise semi-quantitativa e determinaram o
tipo de glicano ligado a cada sitio de glicosilagado. Tal como no presente trabalho os
glicanos foram clivados com a glicosidase PNGase F, mas a analise 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-antenaria tetra-sialilada (N5G5S4F),
nao identificada em nosso estudo. Além disso, os trés glicanos mais abundantes
encontrados por estes autores foram estruturas bi-antenarias mono- ou bi-sialiladas,
enquanto em nossos estudos as estruturas mais abundantes foram mono-sialiladas.
Uma comparagao interessante pode ser feita entre as estruturas dos glicanos
identificadas em nossa preparacédo 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 hormonios.

A técnica de analise dos N-glicanos empregada para o hTSH hipofisario ndo
foi quantitativa, ndo sendo possivel ter a porcentagem das diferentes estruturas.
Ressaltamos que inesperadamente foi encontrada para o hTSH hipofisario do
NIDDK, a ligagdo Gal-SO4? nunca descrita na literatura para o hTSH.

N&o ha nada relatado na literatura referente a determinagao das percentagens
de ligacéo do acido sialico a galactose nas conformagdes a2-3 e a2-6 para o hTSH.
Este tipo de determinacdo constitui um importante parametro para a realizacdo de
estudos comparativos entre as preparagdes recombinantes (farmacos em uso) e o
produto natural. Um calculo tedrico para as preparagdes hipofisarias, realizado a
partir das estruturas glicidicas em trabalho fundamental de Green e Baenziger (31)
(72,3% para a2,3 e 27,7% para a2,6), mostrou valores proximos aos por nés obtidos

experimentalmente (68% para 02,3 e 32% para o.2,6).

Salientamos que a maioria dos dados aqui apresentados foram incluidos em

trabalho aceito em Molecular Biotechnology (54).
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CONCLUSOES

Os rendimentos de secrecao de hTSH por parte das células CHO mostraram-se

consideravelmente superiores em condigdes de CO, reduzida.

Diferentes estratégias de producdo, especialmente aquelas utilizadas por nos
em comparagao com a Genzyme, nao influenciaram de forma substancial as
estruturas dos N-glicanos, os isbmeros de cargas ou a atividade bioldgica do

produto.

Diferencas substanciais foram encontradas nas estruturas dos N-glicanos entre
o produto recombinante e aquele hipofisario, o que era esperado. Foram
detectadas porém estruturas de N-glicanos nunca descritas para o hTSH
hipofisario. Diferengas analogas foram encontradas também na andlise dos

isdmeros de carga mediante focalizagao isoelétrica.

Pela primeira vez foram determinadas as porcentagens de ligacbes na
conformacdo o2,3 e 02,6 entre o acido sialico e a galactose, confirmando
valores tedricos derivado de trabalho fundamental neste campo, publicado em
1988.

A técnica de espectrometria de massa por MALDI-TOF permitiu a determinagao
simultdnea da forma heterodimérica e das subunidades a e . Pela primeira
vez foram determinadas estas massas moleculares comparando o produto

hipofisario e recombinante.

Para realizar os trabalhos de expressao, purificacdo e caracterizagao destes
produtos tornou-se necessario padronizar uma nova técnica de purificacdo para
o hTSH, extremamente rapida, flexivel e econémica, ja publicada em uma das

principais revistas internacionais da area.
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