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EXPRESSÃO,PURIF ICAÇÃO E C A R A C T E R I Z A Ç Ã O DE 
T IREOTROFINA H U M A N A R E C O M B I N A N T E ( rec-hTSH) EM 
C É L U L A S DE O V Á R I O DE H A M S T E R CHINÊS (CHO). 

Fernanda de Mendonça 

R E S U M O 

Tireotrofina humana recombinante autêntica (rec-hTSH), um hormônio 
glicoprotéico heterodimérico, contendo 2 subunidades não covalentemente ligadas 
alfa (a) e beta (P), secretada por células de ovário de hámster chinês (CHO) 
geneticamente modificadas, foi obtida em nosso laboratório no IPEN-CNEN/SP. 
Este hormônio, obtido pela primeira vez em nosso país por a um processo original, 
é extremamente importante para, entre outras aplicações, diagnóstico e 
tratamento de câncer de tireóide e para o tratamento do hipertireoidismo. 

A produção laboratorial do rec-hTSH foi realizada em biorreator Hollov\/ 
Fiber e também em frascos de cultura de, sendo a concentração da proteína de 
interesse obtida no biorreator de aproximadamente 20 |ig/mL com soro fetal 
bovino dialisado (dFBS) ou cerca de 7 ^ig/mL, na ausência de dFBS e de 4,5 
ng/mL em frascos de cultura com e sem dFBS. O conteúdo de proteínas totais do 
meio, nestes dois sistemas, foi cerca de 15 vezes maior no bion-eator, sendo a 
atividade específica três vezes menor. 

Várias estratégias de purificação foram desenvolvidas com base nas 
análises em HPLC de exclusão molecular e de fase reversa, realizadas no meio 
condicionado de CHO. Quando foi utilizado um procedimento de purificação 
envolvendo três etapas cromatograficas (troca catiônica, afinidade e exclusão 
molecular), foi obtido um rendimento total de aproximadamente 2 0 % e uma pureza 
de 95%. Uma maior recuperação (34%) e pureza (98%) foi obtida utilizando uma 
estratégia envolvendo cromatografias de afinidade, hidrofobicidade e exclusão 
molecular. Um procedimento de purificação envolvendo duas etapas 
cromatograficas, afinidade e exclusão molecular ou hidrofobicidade e exclusão 
molecular apresentou uma recuperação de 5 5 % e 37% respectivamente e originou 
produtos com pureza de 90%. 

A identidade e pureza do rec-hTSH obtido em nosso laboratório foram 
avaliadas por métodos físico-químicos (HPLC de exclusão molecular, de fase 
reversa, SDS-PAGE, seqüenciamento de aminoácidos N-terminal e 
espectrometria de massa Maldi-Tof) e métodos imunológicos (ensaio 
imunoradiométrico, e Western biotting). As análises físico-químicas e imunológicas 
foram sempre realizadas comparando-se o nosso produto com as duas 
preparações de referência disponíveis, hTSH hipofisário (hTSH-NIDDK) e 
recombinante (Thyrogen®). A atividade biológica foi confirmada por um bioensaio 
in vivo, sendo a potência do rec-hTSH IPEN de 3,1 lU/mg, usando o Thyrogen 
como referência. 
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EXPRESSION, PURIFICATION AND CHARACTERIZATION OF 
RECOSVIBINANT H U M A N T H Y R O T R O P I N ( r e c - h l S H ) F R O M 

CHINESE H A M S T E R O V A R Y C E L L S (CHO) . 

Fernanda de Mendonça 

ABSTRACT 

Authentic recombinant human thyrotropin (rec-hTSH), an heterodimeric 
glycoprotein hormone containing two non-covalently linked subunits alpha(a) and 
beta (p), secreted by genetically modified Chinese hamster ovary (CHO) cells, was 
obtained in our laboratory at IPEN-CNEN/SP. This hormone, synthesized for the 
first time in our country by an original process, is extremaly important for thyroid 
cancer diagnosis and therapy and also for hyperthyroidism treatment, among 
others applications. 

The laboratory production of rec-hTSH was carried out in a hollow fiber 
bioreactor and also in cu l tu re f lasks. The concentration of the protein of interest in 
the hollow fiber bioreactor was practically 20|xg/mL with dialysed fetal bovine 
senjm (dFBS) and practically 7 !ag/mL without dFBS and 4,5|ag/mL in culture 
flasks, with or without dFBS. The total protein content of the medium was 
practically 15 times higher in the bioreactor, with 3 times lower specific activity. 

Several purification strategies were designed with basis on size exclusion 
and reversed phase HPLC analysis, carried out on hTSH-secreting CHO cells 
conditioned medium. When a three-step purification procedure (cation-exchange, 
dye affinity and size exclusion chromatography) was utilized, an overall yield of 
- 2 0 % was attained and a 95% pure rec-hTSH was obtained. Higher recovery 
(34%) and purity (98%) were obtained utilizing a strategy involving dye affinity, 
hydrophobicity and size exclusion chromatography. Two-step purification 
procedures, involving dye affinity or hydrophobicity and size exclusion 
cromatography, presented recoveries of 55% and 37% respectively, originating 
products practically 90% purity. 

Identity and purity of rec-hTSH were evaluated through physico-chemical 
methods (size exclusion HPLC, reversed phase HPLC, SDS-PAGE, N-terminal 
aminoacid sequencing and Maldi-Tof mass spectrometry) and immunological 
methods (immunoradiometric assay and Western blotting). The physico-chemical 
and immunological assays were carried out by comparing our product with the only 
two reference preparations available, native (hTSH-NIDDK ) and recombinant 
(Thyrogen®) hTSH. Biological activity was confirmed by an "in vivo" bioassay, the 
potency of rec-hTSH IPEN being 3.1 lU/mg, when Thyrogen was used as a 
reference. 
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1- INTRODUÇÃO 

A proteína recombinante objeto do presente estudo é a tireotrofina Inumana 

(hTSH). Este hormônio é produzido na glândula hipofisaria anterior, sua síntese e 

secreção sendo estimuladas pelo hormônio liberador de tireotrofina (TRH) e inibidas 

pelos hormônios t ireoideanos, tri iodotironina (T3) e tiroxina (T4), num clássico 

mecanismo de feedback negativo. O papel fisiológico do TSH inclui o estímulo de 

funções t i reoideanas tais como a captação e organif icaçao do iodo, a produção e a 

l iberação de iodotironinas pela tireoide e a promoção do crescimento desta glândula. 

Este hormônio também atua protegendo da apoptose as células t ireoideanas e ocupa 

um papel crítico na ontogenia (76). 

O TSH tem alto interesse clínico, seja em aplicações no campo diagnóstico 

que terapêutico. Tem sido amplamente utilizado principalmente no diagnóstico e 

tratamento de câncer de tireoide (6, 10, 24, 30, 36, 38, 48, 6 1 , 68). O procedimento 

padrão para estes casos é a t ireoidectomia seguida de terapia adjuvante abiativa 

com radioiodo (^^^1). A terapia com radioiodo deve ser realizada sob a influência 

est imuladora do TSH dada a propriedade do hTSH aumentar a captação in vivo e 

organif icaçao do iodo pelas células epiteliais t ireoideanas. É necessário manter 

níveis elevados de TSH na circulação de pacientes t ireoidectomizados para que as 

células residuais ou metastáticas do carcinoma tireoideano sejam capazes de captar 

^^^1, permit indo assim um diagnóstico por imagem cinti lográfica, ou ainda, quando 

são administrados níveis suficientemente altos do radioisótopo, uma terapia via 

destruição do tecido. Para manter níveis elevados de TSH na circulação de 

indivíduos t ireoidectomizados é comumente usado suspender a terapia com 

hormônios t i reoideanos, empregada para manutenção desses indivíduos em estado 

fisiológico normal. Isto leva o indivíduo a hipotireoidismo e a seus efeitos 

indesejáveis na qual idade de vida. Outra estratégia utilizada é a administração de 

hTSH exógeno. Vários estudos (30, 38, 61) mostram que a administração exógena 

de TSH é um meio seguro e eficiente para estimular a captação pela tireoide bem 

como os níveis séricos de tireoglobulina, sem as desvantagens de um estado de 

morbidez significativa decorrente do hipotireoidismo. No campo diagnóst ico in vitro, o 

advento de imunoensaios ultra-sensíveis possibilitou o uso destes em testes 



primários da função t ireoideana, sendo a determinação de TSH de fundamental 

importância na rotina de análises clínicas l igadas à f isio-patologia da tireóide e no 

programa de tr iagem do hipotireoidismo neonatal (31 , 56, 64). Estas e outras 

importantes apl icações do rec-hTSH são apresentadas na Tabela 1 (76, 20). 

Tabela 1- Apl icações do rec-hTSH 

• Aval iação clínica da função t ireoideana 

Diagnóst ico de hipotireoidismo 

Diagnóst ico diferencial de hipotireoidismo primário e secundário 

Diagnóst ico da diminuição da reserva t ireoideana 

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

Estimulo para teste de tireoglobulina e mapeamento de corpo inteiro 

• Tratamento de câncer da tireóide 

Estímulo para ablação com radioiodo 

• Aval iação da estrutura-função da t ireóide 

Função do receptor do TSH 

Estudo das proteínas da tireóide e iodotironinas 

• Mapeamento da tireóide 

Melhoramento da qualidade do mapeamento da t ireóide 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 



o TSH é urna glicoproteína com estrutura dimérica contendo duas 

subunidades (a e p), não covalentemente ligadas, com respectivamente 92 e 118 

aminoácidos. A subunidade a é comum a outros hormonios hipofisários 

gl icoprotéicos como o hormônio luteotrófico (LH), foliculotrofina (FSH) e 

gonadotrof ina coriônica (CG) e a subunidade p é específ ica do hormônio. As cadeias 

de carboidratos no TSH constituem 15-25% de sua massa (75). Ambas as 

subunidades são glicosiladas, com duas cadeias de ol igossacarídeos de l igação-N 

na subunidade a, na asparagina 52 e 78, e apenas uma na subunidade p, na 

asparagina 23 (Figura 1) (76). 

a 
1 A P D V Q D C P E C T L Q E N P F F S Q P G A P I L Q C M G 30 

i 
52 

31 C C F S R A Y P T P L R S K K T M L V Q K N V T S E S T C C 60 
i 

78 
61 V A K S Y N R V T V M G G F K V E N H T A C H C S T C Y Y H K S 92 

P 
i 
23 

1 F C I P T E Y T M H I E R R E C A Y C L T I N T T I C A G Y 30 

31 C M T R D I N G K L F L P K Y A L S Q D V C T Y R D F I Y R 60 

61 T V E U P G C P L H V A P Y F S Y P V A L S C K C G K C N T 90 

91 D Y S D C I H E A I K T N Y C T K P Q K S Y L V G F S V 118 

Figura 1 Estrutura primária das subunidades a e p do hTSH. As setas indicam a 

presença de cadeias de carboidratos. 



É bem documentado na literatura que as cadeias de carboidratos na proteína 

podem afetar a sua solubil idade, susceptibi l idade a proteases, sua antigenicidade, o 

"folding" estrutural, a depuração in vivo e especialmente a sua bioatividade (58, 70, 

79). A contr ibuição de cada uma das subunidades na ação do hormônio, entretanto, 

não é perfeitamente conhecida. Os ol igossacarídeos da subunidade a são 

part icularmente importantes na ação do TSH durante a transdução de sinal pós-

receptor (79), enquanto a glicosilação da subunidade p é essencial para sua 

estabil idade e secreção (77). 

As cadeias de carboidratos do TSH tem estrutura complexa, ocorrendo 

notáveis diferenças nos resíduos terminais, dependendo da espécie e do hospedeiro 

em que é realizada a síntese (11 , 29, 75). A Figura 2 mostra esquematicamente as 

terminações das cadeias de carboidratos no TSH de várias origens. Os carboidratos 

do TSH bovino (bTSH) terminam em sulfato de N-aceti lgalactosamina, aqueles do 

TSH humano hipofisário (pit-hTSH) em sulfato de N-aceti lgalactosamina e galactose-

ácido siálico, enquanto que os carboidratos do TSH humano recombinante (rec-

hTSH) produzido em células de ovário de hámster chinês (CHO) terminam em 

galactose-ácido siálico e do rec-hTSH produzido em células de insetos em manóse. 

Estudos realizados por Cânone e colaboradores (11) mostraram ser o conteúdo de 

açúcar nas preparações recombinantes de hTSH maior do que naquele do hormônio 

hipofisário, (respect ivamente 21 e 14%) com uma maior quant idade de ácido siálico e 

ausência de N-aceti lgalactosamina. 

A depuração metaból ica, a potência biológica in vivo bem como a bioatividade 

in vitro são altamente dependentes do tipo específico de resíduo terminal presente 

nas estruturas dos ol igossacarídeos, sendo o conteúdo de ácido siálico essencial 

para determinar a permanência do hormônio na circulação. Foi demonstrado (29, 73, 

74) que preparações com baixo teor de ácido siálico tem meia v ida no soro mais 

curta, permanecendo um tempo menor na circulação, quando comparadas àquelas 

mais acídicas (mais ricas em ácido siálico). O hTSH hipofisário, contendo 

predominantemente ol igossacarídeos sulfatados, mostrou uma depuração mais 

rápida que o rec-hTSH (74). Também foi demonstrado que a atividade biológica in 

vitro é inversamente proporcional ao grau de sialilação ( 1 1 , 29). 



bTSH Asn -H -H-
- • - • - S 0 4 

• - • - S 0 4 

pit-hTSH Asn-I-I 
•NeuAc 

rec-hTSH 
sCélula CHO, 

^ ^ - ^ c - h T S i T ^ 
VÇélula de inseto^ 

Manóse ), N-aceti lgIicosamina ( | ) , N-aceti lgalactosamina ( 

fucose (A ), galactose (A ) e ácido siálico (NeuAc). 

Figura 2: Esquema apresentando as diferentes estruturas de carboidratos em TSH 

de diversas origens. 



Preparações de rec-hTSH exibiram atividade biológica in vitro 5 vezes menor 

comparadas à do hormônio hipofisário (11). Para a atividade biológica in vivo foram 

demonstradas também diferenças em função do conteúdo de ácido siálico da 

preparação, maior at ividade biológica tendo sido encontrada em preparações com 

maior teor de ácido siálico (29, 73). Sendo que para a atividade in vivo dos 

hormônios gl icoprotéicos é determinante a velocidade de depuração metabólica, o 

rec-hTSH mostrou uma atividade biológica in vivo maior do que aquela do rec-hTSH 

hipofisário (74). 

Vários métodos foram desenvolvidos para medir a atividade biológica in vivo 

(18,46, 47, 69, 73, 75) e in vitro (69, 73) do hTSH. Os bioensaios in vivo fornecem 

uma medida adequada da bioatividade bem como da farmacocinét ica ou 

farmacodinâmica do hormônio, porém são em geral demorados, util izam um grande 

número de animais e apresentam um alto grau de variabil idade inerente aos 

organismos vivos. O método in vivo mais antigo desenvolvido para o hTSH e 

amplamente uti l izado é o bioensaio em camundongos, baseado na captação do ^̂ 1̂ 

pela tireóide, seguida da medida do aumento subseqüente da radioatividade na 

circulação (soma do iodo ligado aos hormônios t ireoideanos e do iodo livre), sob o 

estímulo de TSH (47). Esse ensaio requer um pré tratamento dos animais com uma 

dieta com baixo teor de iodo e subseqüentes injeções de tiroxina e iodo radioativo. 

Além disso a uti l ização neste ensaio de material radioativo, cuja manipulação e 

descarte geram problemas adicionais, tem sido apontada como uma desvantagem 

desta técnica. Um bioensaio in vivo, desenvolvido mais recentemente, que não 

administra radioatividade, foi relatado na literatura (18, 46), no qual T4 induzido pelo 

TSH é medido, mediante imunoensaio, após supressão do TSH endógeno pela 

administração de T3. Bioensaios in vitro baseados em células são em geral uma 

alternativa mais rápida aos bioensaios feitos com animais. Vários ensaios baseados 

em células tem sido desenvolvidos para medir a atividade de TSH (11 , 75). A 

elevação dos níveis de cAMP nas células de tireóide de rato (FRTL-5) e em células 

de ovário de hámster chinês (CHO) transfectadas com receptor de TSH, após 

tratamento com T S H , tem sido medida por radioimunoensaio (RIA). A incorporação 

de t imidina tr iciada por células FRTL-5, induzida pelo TSH, tem sido também usada 



para quantif icar a atividade do l iormônio. Foram também descritos na literatura 

ensaios baseados em membranas, mais rápidos do que os métodos baseados em 

animais ou em células e que podem apresentar uma menor variabil idade (69). A 

habil idade do TSH para estimular a produção de cAMP no homogeneizado de 

membranas de t ireóide bovina e humana tem sido também usada para quantificar a 

atividade de TSH. Tanto os ensaios baseados em células quanto aqueles baseados 

em membranas podem fornecer uma medida da atividade in vitro do hTSH, 

entretanto nenhum dos dois fornece informação com relação à potência do hormônio 

em seres humanos. Bioensaios in vitro devem ser complementados com métodos 

físico-químicos, como por exemplo o conteúdo de ácido siálico, para assegurar o 

controle adequado de fatores que podem potencialmente afetar a função biológica. 

Em recente publicação (76) foram apresentadas também diferenças no ponto 

isoelétrico (pl) em função do conteúdo do ácido siálico na preparação. Várias 

gl icoformas de rec-hTSH puderam ser detectadas em uma faixa de ponto isoelétrico 

de 6,2 a 8,8 (Tabela 2), nenhuma delas sendo sobreposta àquelas do hTSH 

hipofisário. Já uma preparação sem ácido siálico mostrou-se homogênea com um 

ponto isoelétrico de 8,8. 

A diferente estrutura glicídica pode também influenciar as propriedades 

imunológicas dos hormônios glicoprotéicos, podendo estar relacionada com o tipo de 

célula hospedeira e com as diferentes condições de cultivo e produção em biorreator 

(25, 26, 27, 35, 73, 85). 

Devido à complexa estrutura das gl icoproteínas, a síntese de hTSH só pode 

ser obtida em sistemas de células eucariotas. Entre estes, leveduras, plantas e 

insetos são incapazes de realizar glicosilação complexa como a dos mamíferos. 

cmssko miomi DE NUCLS^R/SP-IPEM 



Tabela 2: Pontos Isoelétricos (pis) de diferentes preprarações baseadas em estudos 

de focal ização isoelétrica. 

hTSH hipofisário 8,3 8,1 7,8 7,6 7,1 6,8 

rec-hTSH (1 Neu Ac/gl icano) 8,5 8,4 8,2 8,0 7,7 7,3 7,0 6,7 6,5 6,2 

rec-hTSH (0,4 Neu Ac/gl icano) 8,8 8,5 8,4 8,2 

Asialo rec-hTSH 8,8 

As leveduras {pichia pastoris ou sacciiaromices), por exemplo, realizam apenas 

glicosilação manosi lada enquanto as plantas não possuem enzimas para processar a 

gl icosilação-N das cadeias de ol igossacarídeos terminando em galactose (Gal) e/ou 

resíduos de ácido siálico (NeuAc). No caso de células de insetos, estas não contém 

resíduos de carboidrato N-acetilglicosamina (GIcNAc), Gal ou NeuAc. As células 

hospedeiras ideais para a síntese e secreção do hTSH são derivadas da l inhagem de 

ovário de hámster chinês (CHO), cujo mecanismo de glicosilação é 

surpreendentemente semelhante àquele das células tireotróficas humanas (27). 

Essas são as células mais usadas na produção de proteínas recombinantes 

utilizadas em terapia humana (66). 

A expressão de glicoproteínas recombinantes tem sido realizada mediante 

construções que util izam vetores plasmídicos ou virais, transfecções transientes ou 

estáveis e diversos marcadores gênicos de seleção e amplif icação. O hTSH 

recombinante foi obtido através da co-transfecção de células CHO DHFR" com dois 

plasmídeos, um dos quais contendo o gene da DHFR' l igado ao gene da subunidade 

a (83). Foi também expresso transitoriamente em células de rim humano ou rim de 

macaco pela co-transfecção destas células com dois vetores idênticos, cada um 

contendo uma subunidade (84). Nestes trabalhos, o rendimento em hormônio obtido 

foi muito baixo, sendo o objetivo principal deles estudar a relação estrutura-função. 

Níveis maiores de expressão de hTSH util izando um mecanismo de co-amplif icação 

gênica induzida por metotrexato (MTX) e util izando um sistema de cultura de células 



em biorreator, foram conseguidos por Hussain e colaboradores (32) e Cole e 

colaboradores (14). Em nosso laboratório (Centro de Biologia Molecular do IPEN), a 

síntese de hTSH recombinante (rec-hTSH) foi obtida util izando dois vetores 

dicistrônicos (pEDdc e pEAdc) que contém os marcadores gênicos de seleção e 

ampli f icação deidrofolato redutase (DHFR) e adenosina deaminase (ADA), cada um 

ligado ao gene da subunidade a ou p (57). Foi apresentado neste trabalho que após 

as células CHO(DHFR") terem sido co-transfectadas com estes vetores de expressão 

e submet idas à amplif icação gênica em meio de cultura contendo quantidades 

crescentes de MTX, foi possível isolar clones com nível de secreção em placas 

(cultura celular em monocamadas) de até 7,2 ± 1,3 ^ig hTSH.10'^ células.dia"\ o mais 

alto já relatado para a expressão deste hormônio (57). Um segundo tratamento, 

envolvendo a uti l ização da deoxicoformicina, direcionado para amplif icar o marcador 

gênico ADA, forneceu um clone com secreção de hTSH 2-3 vezes maior que na 

estratégia anterior, chegando a uma secreção de 17,8 ± 7,6 |ig.10"^céluas.dia \ O 

clone util izado no desenvolvimento do presente trabalho foi aquele que resultou da 

estratégia de ampli f icação incompleta (só com MTX). Cabe aqui ressaltar que poucos 

laboratórios realizaram até o presente a síntese de hTSH em células CHO. Apenas 

um, Genzyme, Cambr idge, MA, USA obteve, mediante uti l ização de vetores 

convencionais, uma expressão semelhante à por nós obtida: 4,5 p.g.10'^céluas.dia"^ 

(14). 

No processo de produção de uma proteína recombinante, a purificação 

representa uma das etapas mais complexas e de maior custo (17, 34, 4 1 , 66, 82). 

Sua eficiência e consistência são de crucial importância para a qual idade do produto 

f inal. Estratégias de purif icação efetivas e econômicas devem ser programadas de tal 

forma que a estrutura e a função da proteína recombinante (atividade imunológica e 

biológica) não se alterem e que seja obtido um alto rendimento e grau de pureza. 

A cromatograf ia é o método util izado para a purif icação de hormônios 

hipofisários em geral e do rec-hTSH em particular, especialmente por suas 

característ icas de alta seletividade e rapidez. A escolha das etapas cromatograficas 

(tipo, seqi jência e número de etapas) a ser seguida é determinada pelo uso que se 

pretende fazer com o produto final. Por exemplo, enquanto De Oliveira e 



10 

colaboradores (16) descreveram um esquema de purif icação em seis etapas para a 

purif icação do rec-hGH, obtido no espaço periplásmico de E. coli, para uso 

terapêutico, Ribela e colaboradores. (65) reportaram uma única etapa de purificação 

para obter o mesmo hormônio para uso como reagente (traçador e padrão) em 

radioimunoensaios. A primeira estratégia utilizou métodos cromatográficos 

convencionais baseados em troca iónica, exclusão molecular e hidrofobicidade para 

a obtenção de um produto altamente purif icado, de acordo com as recomendações 

das agências regulatórias referentes a produtos para uso terapêutico. A última 

estratégia utilizou uma cromatograf ia líquida de alta eficiência de exclusão molecular 

(HPSEC) para a obtenção de uma preparação que, apesar de não ser tão pura como 

a anterior, ainda assim mostrou-se adequada para o uso pretendido como reagente 

químico. 

A capacidade de resolução de cada uma das etapas cromatograf icas depende 

principalmente da escolha da resina de separação. Sua pureza, estabil idade físico-

química, reprodutibi l idade interlotes, alta tolerância à l impeza estringente e 

esteri l ização, resistência mecânica que permita altos f luxos, tamanho e distribuição 

dos poros e especif icidade dos grupos funcionais, são fatores determinantes para a 

seleção da fase estacionária para uma determinada purif icação. Aspectos 

importantes do desempenho de um grande número de adsorventes, acoplados a 

uma grande var iedade de matrizes poliméricas, em cromatograf ias preparativas, 

foram revisados por Boschetti , Leonard e Andersson (8, 40 e 1). O procedimento de 

l impeza das resinas cromatograficas é uma etapa importante em um protocolo de 

purif icação de hormônios hipofisários recombinantes, principalmente quando esses 

hormônios se destinam ao uso terapêutico. Por exemplo, o uso de condições 

alcalinas para l impeza e regeneração das resinas cromatograf icas é eficiente para a 

degradação das endotoxinas, bem como para a remoção de vírus e DNA. Também o 

uso de detergentes deve ser considerado, pois estes removem, com eficiência, vírus 

presentes em produtos recombinantes obtidos de cultura de células de mamíferos 

(34). 

O modo de eluição do produto a ser purificado também é um fator importante 

no desenvolv imento de um protocolo de purif icação. Preparações derivadas de DNA 
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recombinante contém impurezas tais como endotoxinas, nos produtos expressos em 

bactérias, ou DNA potencialmente oncogênico, nas preparações expressas em 

células de mamíferos transformadas. Uma cromatograf ia de troca aniônica pode ser 

eficiente para reter esses contaminantes, que possuem carga negativa, enquanto 

uma cromatograf ia de troca catiônica, pode ser útil para a eluição deles. No primeiro 

caso, estes contaminantes são adsorvidos à resina ("bind-elute mode"), enquanto no 

segundo caso eles eluem na fração não adsorvida ("flow-through mode"). É claro que 

a escolha da resina de troca iónica dependerá principalmente do ponto isoelétrico 

(p/) do produto de interesse e de sua estabil idade no pH a ser utilizado na 

purif icação. 

Também muito úteis na seleção dos métodos de separação para a purif icação 

de uma proteína de interesse, são os bancos de dados em geral util izados na 

tecnologia de DNA recombinante, contendo informações sobre as proteínas do meio 

de cultura e das células hospedeiras. Por exemplo o banco de dados desenvolvido 

por Andrews e colaboradores apresenta algumas propriedades físico-químicas das 

principais proteínas da E. coli, S. cerevisiae e células CHO (tamanho, hidrofobicidade 

relativa e ponto isoelétrico), enquanto o banco de dados desenvolvido por Lienqueo e 

colaboradores fornece as concentrações das principais proteínas contaminantes de 

produtos expressos em E. coli, assim como suas cargas em diferentes valores de pH 

(2, 42). Esses bancos de dados mostraram-se val iosos na seleção do tipo, seqüência 

e número mínimo de etapas cromatograficas, levando a produção de rec-hGH com 

um grau de pureza adequado (42, 43, 82). Seu uso também levou à identif icação de 

diferenças marcantes na hidrofobicidade entre o hGH e as principais proteínas 

contaminantes das células hospedeiras. Este diferencial foi util izado por Dalmora e 

colaboradores para separar o hGH diretamente das proteínas periplasmicas por 

cromatograf ia líquida de alta eficiência em fase reversa (RP-HPLC) e por De Oliveira 

e colaboradores para a remoção de proteínas contaminantes de E. coli por 

cromatograf ia de interação hidrofobica (15, 16). 

A primeira etapa de uma estratégia de purif icação, utilizada para hormonios 

hipofisários recombinantes como o hTSH, é a clarif icação (separação entre sólidos e 

componentes solúveis), f reqüentemente realizada por microfi ltração e centri fugação 
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do meio de cultura ou do homogeneizado celular. Um dos principais problemas no 

inicio de um processo de purif icação é a concentração da proteína de interesse que 

pode ser muito baixa, principalmente quando a produção é extracelular. Urna etapa 

de concentração, como ultrafiltração ou precipitação, é portanto em geral necessária 

quando o produto em questão estiver muito diluído. A util ização de uma etapa de 

adsorção f reqüentemente cromatografia de troca iónica) como primeira etapa de 

purif icação, pode também ser empregada para a concentração do produto, 

oferecendo a vantagem de uma purif icação parcial, além de uma concentração. 

Estas etapas, entretanto, consomem muito tempo podendo demorar várias horas. 

Conseqüentemente, subprodutos tais como proteases, podem afetar a proteína de 

interesse levando-a à degradação. Estes problemas podem ser minimizados 

util izando a cromatograf ia de leito expandido (EBA), que consiste em uma técnica 

que permite a recuperação direta da proteína de interesse a partir do extrato cru e 

combina a separação de partículas, a concentração e uma purif icação parcial do 

produto, em uma única etapa. A cromatograf ia de leito expandido é uma técnica de 

leito f luidizado na qual o líquido é bombeado de baixo para cima através das esferas 

de um adsorvente que não é comprimido pelo êmbolo superior. Desta forma, o leito 

pode se expandir e espaços aparecem entre as esferas do adsorvente de forma que 

quando a amostra é apl icada, o material particulado pode passar l ivremente por 

esses espaços vazios enquanto a proteína de interesse se liga à matriz. A expansão 

do leito é controlada pelo tamanho e densidade das esferas do adsorvente, pelo fluxo 

e pela v iscosidade da fase móvel. Os princípios e apl icações deste tipo de 

cromatograf ia, assim como as vantagens e problemas encontrados no seu uso para 

a extração direta de proteínas do extrato cru, sem clarif icação, foram recentemente 

descritas (3, 12). 

Em seguida às etapas de clarif icação e concentração, é freqüentemente 

utilizada uma combinação de etapas cromatograficas convencionais, para a 

purif icação dos hormônios hipofisários recombinantes. Estas etapas incluem 

cromatograf ia de exclusão molecular, de troca iónica, de af inidade e de interação 

hidrofobica. As cromatografias de exclusão molecular e de troca iónica são as 

técnicas uti l izadas com maior f reqüência nos esquemas de purif icação dos 
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hormônios hipofisários recombinantes. Praticamente todos eles incluem pelo menos 

uma dessas etapas. 

A separação por exclusão molecular baseia-se na permeabi l idade da matriz e 

depende do tamanho relativo ou do volume hidrodinámico da proteína em relação ao 

tamanho médio do poro do material da fase estacionária (4). No caso dos hormônios 

hipofisários recombinantes, esta técnica tem sido em geral apl icada como uma etapa 

de pol imento ou para remoção de sal (5, 13, 22, 2 1 , 39, 53, 55, 81) e menos 

freqüentemente para o fracionamento de proteínas (16). 

A cromatograf ia de troca iónica é baseada na ligação de moléculas 

carregadas do soluto a agrupamentos com cargas opostas, l igados de forma 

covalente à uma matriz cromatográf ica (7). A maioria dos protocolos de purificação 

de hormônios hipofisários recombinantes incluem mais de uma etapa de 

cromatograf ia de troca iónica, baseada seja no modo em que a proteína de interesse 

é adsorvida na resina ou no modo em que ela elui sem se ligar à resina. Esses dois 

modos foram uti l izados, por exemplo, por Cole e colaboradores (13) para a 

purif icação do rec-hTSH. 

A cromatograf ia de afinidade, um método baseado no reconhecimento 

molecular al tamente específ ico, tem sido também empregado com sucesso na 

purif icação de hormônios hipofisários recombinantes. Seus mecanismos 

fundamentais, implicações e l imitações foram anal isados por Narayanan (52). Esta 

técnica de separação utiliza um ligante específico, acoplado de forma covalente a 

uma matriz insolúvel, que ligar-se-á a uma certa proteína. Estes ligantes podem ser 

classif icados em dois grandes grupos: 1- biológico e 2- sintético ou pseu-

doespecíf ico. Enquanto o primeiro grupo consiste de anticorpos, proteína A (S. 

aureus), nucleotídeos, heparina, lectinas como a concanaval ina A, etc, o segundo 

grupo contém corantes, metais e peptídeos sintéticos. Os ligantes biológicos 

apresentam uma especif ic idade inerente natural por uma dada molécula, já a 

afinidade dos l igantes sintéticos é particularmente direcionada para uma determinada 

proteína variando e ot imizando as condições de ligação e eluição. No que se refere a 

ligantes naturais específ icos para determinados grupos, uma lectina imobil izada, 

como a concanaval ina A, foi util izada na purif icação e caracterização de hormônios 
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glicoprotéicos recombinantes, com base em sua especif icidade para resíduos a-D-

manosi la ou glicosila (29, 84). Um outro ligante biológico, um anticorpo monoclonal 

ant i -hGH, foi uti l izado na purif icação do rec-hGH produzido em E. coli (28, 33). 

Ligantes sintéticos, como os corantes, podem mimetizar ligantes naturais e ligar 

algumas moléculas proteicas de forma extremamente específ ica nos seus sítios 

ativos, resultando em uma adsorção forte e específ ica por meio de interações não 

covalentes. A interação entre o corante e a proteína baseia-se em uma complexa 

combinação de interação eletrostática, hidrofobica, de transferência de carga, de 

pontes de hidrogênio, todas possíveis de acordo com a natureza estrutural do 

corante. O Cibacron Blue 3G-A, um corante reativo baseado em triazinil, foi utilizado 

com sucesso na purif icação do hTSH (14, 73, 78). íons metálicos, util izados como 

ligantes na cromatograf ia afinidade por metal imobilizado (IMAC), foram usados com 

sucesso na purif icação de hGH recombinante (44, 45) e hPRL recombinante (81). Na 

IMAC a adsorção das proteínas é baseada na coordenação entre íons metálicos 

imobil izados em uma matriz e grupos doadores de elétrons na superfície da proteína. 

A adsorção depende da acessibil idade de certos resíduos de aminoácidos, em 

particular a histidina. Cisteínas livres, que poderiam também contribuir para a ligação 

da proteína aos íons metálicos quelados, são raramente encontradas disponíveis na 

forma reduzida. Todavia, as cadeias laterais do triptofano, fenilalanina e de tirosina 

podem contribuir para a ligação, se estiverem nas proximidades de resíduos de 

histidina acessíveis ao solvente (23). A IMAC mostrou ser uma ferramenta de grande 

valia para purificar proteínas recombinantes com resíduos N-terminal de histidina. 

Mukhija e colaboradores (51), Morganti e colaboradores (50), Shin e colaboradores 

(71) e Strokovskaya e colaboradores (72) por exemplo, desenvolveram purif icações 

de uma ou duas etapas baseadas em metal, com resíduos de histidina, para hGH ou 

hPRL expressos em E. colie células de insetos. 

A cromatograf ia de interação hidrofobica baseia-se na hidrofobicidade das 

proteínas, promovendo sua separação com base nas interações que ocorrem entre 

ligantes hidrofóbicos imobil izados e regiões não polares na superfície das proteínas. 

Estas interações envolvem forças de Van der Waais e o grau de hidrofobicidade de 

uma proteína é determinado pela somatória das propriedades hidrofóbicas dos 
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aminoácidos expostos ou não (19, 5 9 ) . A interação hidrofobica foi util izada em vários 

esquemas de purif icação de hGH. Lefort e colaboradores util izaram a Octyl-

Sepharose e a Phenyl Sepharose como primeira etapa cromatográf ica, levando a um 

enriquecimento do hormônio de 17 e 8 vezes respectivamente (39). De Oliveira e 

colaboradores obtiveram um alto grau de redução de proteínas contaminantes de E. 

co// (enr iquecimento de 676 vezes) util izando a Phenyl Sepharose como última etapa 

(16). 

Com relação à purif icação do rec-hTSH, somente um processo biotecnológico 

completo foi descrito para a produção deste hormônio gl icoprotéico, para uso clínico 

(73). Ele foi desenvolvido pela companhia farmacêutica Genzyme Corporation que 

comercial iza este produto com o nome de Thyrogen®. Este processo é constituído de 

quatro etapas cromatograf icas e várias etapas de concentração. A seqüência das 

cromatograf ias adotadas neste trabalho foi : troca catiônica, af inidade, troca aniônica 

e exclusão molecular. As duas primeiras etapas cromatograficas (ambas com resinas 

empacotadas em colunas de acrílico ou aço inoxidável com fluxo radial) foram 

realizadas no modo "bind eluted" enquanto a terceira foi realizada no modo "flow 

through". Anter iormente a esse enfoque sobre a purif icação do rec-hTSH relatada por 

Cole, Thotakura e colaboradores (78) analisaram a composição de carboidratos, a 

at ividade biológica in vitro e a taxa de depuração in vivo do rec-hTSH obtido de uma 

das vár ias l inhagens celulares de CHO investigadas em colaboração por dois grupos 

de pesquisa. Neste trabalho foi desenvolvida uma estratégia de purif icação mais 

simples, baseada em cromatograf ia de afinidade por corante, troca aniônica ( 0 -

Sepharose Fast Flow) e troca catiônica (S-Sepharose Fast Flow). O produto, neste 

caso, não era para injeção em seres humanos, sendo portanto esta estratégia útil 

para a f inal idade desejada. Subseqüentemente este mesmo grupo descreveu um 

esquema de purif icação do rec-hTSH levemente diferente, baseado em troca 

catiônica (S-Sepharose Fast Flow), afinidade pelo corante (Blue Sepharose Fast 

Flow) e uma cromatograf ia optativa de troca aniônica, como terceira etapa (73). 

Também foi descrito na literatura por Wondisford e colaboradores (84) e por 

Grossmann e colaboradores (29) um esquema de purif icação de uma única etapa. 

Estes autores v isavam simplesmente a caracterização inicial do produto por eles 
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desenvolvido, rec-hTSH em células embrionárias de rim humano e em células de 

inseto. Ambos os grupos aplicaram a cromatograf ia de afinidade por lectina 

(concavalina A Sepharose) para estudar a glicosilação do hormônio. 

A caracter ização do produto purif icado é feita em geral por uma bateria de 

testes f ís ico-químicos e biológicos. A caracterização do rec-hTSH apresentada na 

literatura se fez, em geral , de acordo com o esquema da Figura 3 (75). 

A aval iação da pureza de preparações recombinantes de hTSH purif icadas foi 

em geral realizada por SDS-PAGE e Western blot (14, 73) e por cromatografia de 

fase reversa e exclusão molecular (14, 54). 

A estrutura de aminoácidos do rec-hTSH é idêntica àquela do hTSH hipofisário 

(20). Entretanto sua glicosilação é diferente, como anteriormente comentado, uma 

vez que é produzida em uma l inhagem celular não humana. O conteúdo de ácido 

siálico declarado na literatura para preparações de hTSH recombinantes obtidas em 

CHO, var iou de 1,9 a 2,7 residuos por cadeia de ol igossacarídeo, enquanto o do 

hTSH hipofisário var iou de 0,3 a 0,5 residuos por cadeia (73, 78). 

A potência biológica declarada para a preparação recombinante Thyrogen é 

de 4 lU/mg (30). Estimativas semelhantes da biopotência de uma preparação de rec-

hTSH, doada à Organização Mundial da Saúde (WHO) pela Genzyme, foram 

reportadas na l iteratura variando de 1,85 a 6,4 lU/mg, usando uma var iedade de 

métodos de bioensaio in vitro e um padrão biológico hipofisário (84/703) (60). Foram 

est imadas também para esta mesma preparação atividades variando de 5,51 a 7,63 

lU/mg, por imunoensaios (radioimunoensaio e ensaio imunofluorimétrico), util izando 

o 2^ Padrão de Referência Internacional (80/558) de hTSH como padrão (60). Estes 

resultados foram or iundos de um Estudo de Colaboração internacional coordenado 

pela W H O do qual participaram 33 laboratórios de 11 países, incluindo o nosso 

laboratório. Ribela e colaboradores (64) obtiveram valores semelhantes para a 

imuno-potência da preparação Thyrogen, por ensaio imunoradiométrico (IRMA), de 

7,7 ± 0,33, uti l izando o 2- Padrão de Referência Internacional (80/558) de hTSH 

como padrão e de 7,8 ± 0,69 util izando um padrão secundário ( 2- Preparação de 

Referência Brasileira). 
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Figura 3 Esquema de caracterização de rec-hTSH. 

Com relação ao peso molecular do rec-hTSH, Cole e colaboradores (14) 

declararam um valor teórico de 29660 Da para o heterodímero, 13820 Da para a 

subunidade a e 15840 Da para a subunidade p. Estes valores foram derivados da 

seqüência de aminoácidos, adicionando a contribuição devida aos carboidratos. 

Estes mesmos autores referem-se a um valor de 36000 Da para o peso molecular do 

rec-hTSH quando este foi determinado por cromatografia líquida de alta eficiência 

por exclusão molecular (HPSEC) e os valores de 20490 Da e 16630 Da 

respect ivamente para as subunidades a e p, quando determinados via SDS-PAGE. 

Uma comparação entre os pesos moleculares do rec-hTSH e pi t-hTSH, realizada por 

cromatograf ia de exclusão molecular (coluna de Sephadex G-75) por Hussain e 

colaboradores (32), indicou que o rec-hTSH tem um peso molecular aparentemente 

maior que o hormônio hipofisário. 

ccwssÁo m amm NUCLETVR'SP-IPEM 
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Esta di ferença foi atribuída aos diversos tamanhos das subunidades p, ao 

grau de gl icosi lação ou a ambos. Embora a seqüência do cDNA da subunidade p 

seja de 118 aminoácidos, 6 aminoácidos carboxíl ica terminal não estão presentes na 

subunidade p do pit - h T S H provavelmente devido a uma cl ivagem enzimática. Por 

outro lado, a subunidade do rec -hTSH não parece ser submetida ao processamento 

carboxíl ica terminal . Essa diferença de tamanho pode resultar em mudanças no peso 

molecular aparente dessas duas preparações de hTSH. Com relação aos 

carboidratos, preparações de rec-hTSH contêm 3 7 % mais carboidrato do que a 

forma hipofisaria (73, 78), podendo também justificar esta diferença. 

1.1- O B J E T I V O 

Face ao exposto acima, considerando a larga util ização terapêutica desta 

gl icoproteína e que apenas uma f irma no mundo a disponibil iza, o objetivo do 

presente trabalho é a produção laboratorial de rec-hTSH, sua purif icação e 

caracterização físico-química, imunológica e biológica conf irmando identidade, 

pureza e potência do produto obtido, em comparação com padrões de referência 

internacional, recombinante (Thyrogen) e hipofisário (NIDDK). 
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2- MATERIAIS E MÉTODOS 

2 . 1 - MATERIAIS 

2.1 .1- Células produtoras de hTSH 

- Células de ovário de hamster chinês (CHO), deficientes no gene da enzima 

diidrofolato redutase (DHFR), ( l inhagem mutante DXB-11) co-transfectadas com 

vetores dicistrônicos (pEDdc-a e pEAdc-p-TSH) e submet idas à amplif icação 

gênica com metotrexato (MTX) (57). 

2.1.2- Animais utilizados nos experimentos 

- Camundongos machos da l inhagem isogênica Balb-C e da l inhagem Swiss, 

com peso de aproximadamente 25g oriundos do Biotério de Criação e 

Manutenção de Animais de Laboratório do IPEN/CNEN - SP. 

2.1.3- Equipamentos e acessórios principais 

- Agitador magnét ico 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 Accu-Check III para dosagem de glicose, Boeringher, Mannheim, 

Alemanha. 

- 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 

- Autoclave vert ical, modelo 103, Fabbe-Primar, São Paulo, Brasil. 

- Balança analít ica, modelo H20T, Mettler, Zurich, Suíça. 

- Balança analít ica, modelo P100N, Mettler, Zurich, Suíça. 

- Balança analít ica, modelo M5AS, Mettler, Zur ich, Suíça. 
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- Biorreator t ipo "Hollow-Fiber", modelo Cel lmax-Quad, Spectrum, Laguna Hills, 

Ca, EUA. 

- Bomba peristáltica modelo P-1, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. 

- Centrí fuga, modelo LS-3 plus, Celm, São Paulo, Brasil. 

- Centrí fuga refrigerada automática modelo Super Speed RC - 2B, Sorvall, 

Newtown, Connect icut, EUA. 

- Coletor de frações, modelo Frac-200, Amersham Biosciences, Uppsala, 

Suécia. 

- Coluna para HPLC de exclusão molecular TSK G 2000 SW (60 cm X 7,5 mm 

D.I.), tamanho das partículas 10 |xm e poros de 125 Â, acoplada a uma pré-coluna 

SW (7,5 cm X 7,5 mm Dl), Tosohaas, Montgomeryvi l le, PA, EUA. 

- Coluna para HPLC de fase reversa C4 Vydac, 214 TP 54 (25 cm X 4,6 mm 

D.I.), tamanho das partículas 5 jLim, diâmetro dos poros de 300 Â acoplada á pré-

coluna 214 FSK 54 (5 | im, 1,0 cm X 4,6 mm D.I.), Separat ions Group, Hesperia, 

CA, EUA. 

- Colunas cromatograficas: XK 16 mm x 2 0 cm, XK 16 mm x 6 cm, XK 26 mm x 

40 cm e XK 26 mm x 100 cm, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. 

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

auto-gama, eficiência aproximada para ^̂ 1̂ de 80%, Packard Instrument Company, 

Illinois, EUA. 

- Desti lador de água, modelo 016, Fabbe-Primar.São Paulo, Brasil. 

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

- Filtro 3 MM VW, Scientific Products, Ca, EUA. 

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

EUA. 

- Freezer - 2 0 -C, modelo 0651 , Prosdócimo, São Paulo, Brasil. 

- Freezer - 4 0 -C, modelo AB 240, Metalfrio, São Paulo, Brasil. 

- Freezer - 8 0 -C, modelo 8425, Forma Scientific, Marietta, Ohio, EUA. 

- Leitor de placas para microtitulação modelo MR400, Dynatech, Bethesda, 

EUA. 
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- Liofil izador, modelo Dura Stop - TDS - 3 DURA DRY, FTS Systems, Stone 

Ridge, EUA. 

- Material plástico estéril para cultura celular, Corning Costar Corp., Cambridge, 

MA, EUA e Naigene Company, Rochester, NY, EUA. 

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

- Membranas para fi ltração de 0,22 ^im, Mill ipore, Bedford, MA, EUA. 

- Membrana para fi ltração PELLICON, 10 kDa com 50 cm^ de área, Millipore 

Peilicon Biomax, Bedford, EUA. 

- Membrana de nitrocelulose (22 luim), Hybond - C modelo RPN 303 C, 

Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. 

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

- Placas para microtitulação com fundo em "U" , Dynatech, Chantil ly, EUA. 

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

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

- Sistema de eletroforese vertical Hoefer Mini VE, Amersham Biosciences, 

Uppsala, Suécia. 

- Sistema de purif icação de água Millipore Milli-Q plus, Bedford, EUA. 

- Sistema de ultrafiltração TFF System, Mill ipore Labscale, Bedford, EUA. 

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

2.1.4- Principais reagentes util izados 

- Acetonitr i la grau HPLC, Mall inckrodt, Phil l ipsburg, EUA. 

- Ácido Acético, Labsynth, São Paulo, Brasil. 

- Ácido clorídrico, Merck, São Paulo. 

- Acri lamida, Merck, São Paulo, Brasil. 

- A lbumina de Soro bovino (BSA) RIA Grade (fração V), Sigma, St. Louis, EUA. 

- Anticorpo ant i -hTSH, Mab TC 14, NIBSC, National Institute for Biological 

Standards and Control, Hertforshire, Reino Unido. 

- Ant icorpo Monoclonal (mAB) (lote TSH 05840001) utilizado para radioiodação 

(anticorpo de detecção), adquirido da Serono Diagnostic, Woking, Surrey, Reino 

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

sólida), adquir ido da Skybio Limited, Wyboston, Bedford, EUA. 

- Azida Sódica, Sigma, St. Louis, EUA. 

- Azul Dextrana 2000, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. 

- Bisacri lamida, Merck, São Paulo, Brasil. 

- Cloramina T p. a., Merck, São Paulo, Brasil. 

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

- Controles de qual idade para imunoensaios baseados em sangue humano 

(Dade TRI - levei), Baxter Diagnostic, Deerfield, EUA. 

- Coomassie Brilliant Blue G 250, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. 

Dodeeil Sulfato de Sódio (SDS), Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. 

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

- Fosfato de sódio dibásico p.a., Merck, São Paulo, Brasil. 

- Glicerol, Merck, São Paulo, Brasil. 

- Glicina, USB Corporat ion, Cleveland, OH, EUA. 

- lodeto de Potássio p.a., Merck, São Paulo, Brasil. 

- Na^^^l comercial livre de carregadores e oxidantes com atividade específ ica de 

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

- Leite liofil izado Moliço, Nestle, São Paulo, Brasil. 

- Meio de cultura celular C D CHO sem nucleosídeos, Gibco-BRL, Gaithersburg, 

MD, EUA. 

- Meio de cultura celular CHO-S-SFM II com nucleosídeo (hipoxantina e 

t imidina), Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA. 

- Meio de cultura celular CHO-S-SFM II sem nucleosídeo, Gibco-BRL, 

Gaithersburg, MD, EUA. 

- Metabissulf i to de Sódio, Carlo Erba, São Paulo, Brasil. 

- Metanol, Merck, São Paulo, Brasil. 

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

- Penicil ina - Estreptomicina, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA. 

- Persulfato de Amonio , Merck, São Paulo, Brasil. 
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- Preparação de hTSH recombinante da Genzyme (Thyrogen ® fornecido pela 

Biobrás, Montes Claros, MG, Brasil. 

- Preparação de referência hTSH hipofisário altamente purif icado (NIDDK-

hTSHSIAFP-B-2) , genti lmente doado pelo NIDDK, National Hormone and Pituitary 

Program, Torrance, CA, EUA. 

- Proteína A, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. 

- Resinas cromatograficas: Sephadex G - 25, Sephadex G - 100, SP Sepharose 

Fast Flow (SPFF), Blue Sepharose Dye Afinity Fast Flow, Sephacryl S-100 High 

Resolut ion, Phenyl Sepharose CL4 - B, Amersham Biosciences, Uppsala, Suécia. 

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

- Sistema de dosagem de proteína total. Micro BCA, Pierce, Rockford, EUA. 

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

Counf Total T4, Diagnostic Products Corporation (DPC), Los Angeles, CA, EUA. 

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

- Sulfato de amonio p. a., Merck, São Paulo, Brasil. 

- Sulfato de gentamicina, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA. 

- TEMED (N, N, N', N'tetrametieti lenodiamina), Sigma, St. Louis, EUA. 

- Tr ipsina, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA. 

- TRIS, Sigma, St. Louis, EUA. 

- Tween 20, Sigma, St. Louis, EUA. 
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2.2- M É T O D O S 

2.2 .1- Expressão de rec-hTSH por l inhagem estável de CHO transformada 

Os estudos para obtenção de hTSH em escala laboratorial foram realizados 

em dois sistemas: biorreator tipo "hollow-fiber" e frascos de cultura. 

2.2.1.1- Produção em biorreator 

Foi util izado um biorreator escala piloto do tipo "hollow-fiber", um sistema que 

se baseia na cultura de células em cartuchos com capilares artificiais por onde é 

bombeado cont inuamente o meio de cultura apropriado (meio intracapilar). As 

células CHO transfectadas são semeadas no espaço extracapilar, de onde se 

extrai per iodicamente o meio contendo a proteína de interesse . O meio 

intracapilar util izado foi CHO-S-SFM II suplementado com penicil ina/ 

estreptomicina (50 |Lig/mL), gentamicina (40 | ig/mL), anfotericina B (0,25 jag/mL) e 

100 nM de metotrexato (MTX). O meio extracapilar utilizado foi o mesmo citado 

anteriormente com ou sem 10% de soro fetal bovino dialisado (dFBS). 

Durante 5 dias as células foram deixadas em meio CHO-S-SFM II com 10% de 

dFBS para aderirem aos capilares. Após este período, o meio foi substituído para 

remover as células que se soltaram. O meio de perfusão foi periodicamente 

substituído quando a concentração de glicose era inferior a 2 mg/mL. Após cerca 

de 20 dias o meio extracapilar foi substituído por meio sem soro e então foram 

coletadas amostras e armazenadas a - 8 0 -C. Todo o processo foi realizado a 

37^C em atmosfera com 5% de CO2. 

2.2.1.2- Produção em frascos de cultura 

As células CHO transfectadas são cult ivadas em frascos de 75 cm^ com uma 

quantidade de aproximadamente 10^ células em 10 mL de meio de cultura a 

37 ^C e atmosfera de 5% de CO2. O meio utilizado para o cultivo é o CHO-S-SFM 

II com nucleosídeo (hipoxantina e timidina), suplementado com penicil ina/ 

estreptomicina (50 ^ig/mL), gentamicina (40 j ig/mL), anfoteracina B (0,25 ^ig/mL) 
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e metotrexato MTX (100 n M ) . Durante 5 dias as células são mantidas nesse meio 

com 1 0 % de soro fetal bovino dialisado (dFBS) até atingirem 8 0 % de confluência. 

Após a conf luência, as células são tripsinizadas, colhidas e divididas em frascos 

de 162 c m ^ com aproximadamente 10^ células em 20 mL de meio de cultura. O 

cultivo permanece nas mesmas condições descritas acima até atingirem a 

conf luência citada. Após este período o meio é substituído por meio sem soro. O 

meio de cultura (sem soro) de diferentes frascos é coletado diariamente e 

centr i fugado a 797 x g por 5 minutos, sendo as células removidas e o 

sobrenadante coletado e armazenado a -80 -C. Vários meios de cultura foram 

testados: • Meio CD que é um meio quimicamente definido, que não contém 

nucleosídeos, proteínas de origem animal, de plantas ou de origem sintética; • 

Meio CHO-S-SFM II, com e sem nucleosídeos, que é um meio completo, sem 

soro, e de baixo teor proteico (< 100 j ig/mL). Nos estudos com esses diferentes 

meios de cultura, as células CHO transfectadas foram cult ivadas em placas com 

100 mm de diâmetro e em placas de 24 poços. 

2.2.2- Concentração do meio contendo hTSH 

2.2.2.1 - Resina Sephadex G 25 

Ao meio de cultura (30 mL) contendo hTSH, adicionaram-se 6 g da resina 

Sephadex G 25 que foram mantidos sob agitação constante, por 1 hora à 4 -C. A 

amostra então foi submetida a uma centr i fugação de 5858 x g por 30 minutos. O 

sobrenadante foi recuperado e novamente submetido a uma centr i fugação nas 

mesmas condições já mencionadas. O sobrenadante referente à segunda 

centr i fugação foi anal isado por IRMA. 
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2.2.2.2- Precipitação c o m solução saturada de sulfato de amónio 

Soluções saturadas de sulfato de amónio nas concentrações 20%, 30%, 40%, 

50%, 60%, 7 0 % e 80%, foram adicionadas a 50mL de meio de cultura contendo 

hTSH, sob agitação constante, à 4 ^C. Após o final da adição do sulfato de 

amónio, a amostra permaneceu sob agitação por 1 hora, à 4 -C. A amostra foi 

então submet ida a uma centr i fugação 5858 x g por 30 minutos, à 4 ^C. O pellet foi 

recuperado e ressuspenso em 2,5 mL de Na2HP04 0,3mM pH 7,0. O 

sobrenadante e o pellet foram anal isados por IRMA. 

2.2.2.3- Liofilização 

O meio de cultura contendo hTSH (1 L) foi dialisado contra água (6 trocas de 4 

L) e liofil izado. Após a liofilização o produto foi reconstituído em 40 mL de água. 

2.2.2.4- Ultrafiltração tangencial 

Util izou-se um sistema de ultrafiltração tangencial TFF SYSTEM e filtro 

PELLICON, 50 cm^, região de corte de 10 kDa. As amostras de diferentes lotes 

de meio de cultura contendo hTSH, foram submetidas a uma fi l tração tangencial 

com f luxo de 200 mL/h e pressão de 4 bar. Após obtida a concentração desejada, 

a amostra foi dialisada em tampão NaaHPOA 0,3mM pH 7,0. A amostra 

concentrada e dialisada e a amostra do permeado foram ambas anal isadas por 

IRMA e HPSEC. 
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2.2.3- Purif icação 

Neste estudo foram empregadas várias estratégias de purif icação envolvendo 

as seguintes cromatograf ias: 

2.2.3.1- Cromatografia de troca iónica (catiônica) 

Foi util izada a resina SP Sepharose Fast Flow (SPFF), resina de troca 

catiônica, em uma coluna de 26 mm de diâmetro X lOcm de altura, previamente 

equil ibrada em acetato de sódio 0,02 M e NaCI 0,05 M, pH 5,0. O hTSH foi eluído 

com gradiente linear de NaCI, de 0,05 M a 0,25 M, com um fluxo de 200 mL/h, as 

frações coletadas sendo de 5 mL. A amostra para entrar nesta coluna teve seu 

pH acertado para 5,0. 

2.2.3.2- Cromatografia de afinidade 

Foi util izada a resina de afinidade por corante, Blue Sepharose Fast Flow, em 

uma coluna de 16 mm de diâmetro X 6cm de altura, previamente equil ibrada em 

Na2HP04 0,02 M, pH 7,0. Foi realizada uma lavagem com pelo menos 2 V j desse 

mesmo tampão seguida de lavagens com 0,6 M NaCI e 1,5 M NaCI adicionados a 

este tampão. O fluxo de trabalho foi de 100 ml_/h, e as f rações coletadas foram de 

5 m L 

2.2.3.3- Cromatografia de exclusão molecular 

Foi util izada uma resina de exclusão molecular, Sephacryl S-100 High 

Resolution, em uma coluna de 26mm de diâmetro X 90cm de altura previamente 

equil ibrada com NaaHPÜA 0,02 M, pH 7,0 e NaCI 0,15 M. A eluição do hTSH foi 

feita com o mesmo tampão de equilíbrio, o fluxo de trabalho foi de 60 mL/h e 

foram colhidas frações de 5 mL. 
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2.2.3.4- Cromatografia de hidrofobicidade 

Foi utilizada uma resina de hidrofobicidade, PhenyI Sepharose CL - 4B, em 

uma coluna de 16 mm de diâmetro X lOcm de altura previamente equilibrada com 

Na2HP04 0,02 M, pH 7,0 1M NaCI. Foram feitas várias lavagens para eluição das 

proteínas contaminantes e do hTSH: Na2HPO4 0,02 M pH 7,0 contendo NaCI 1M; 

Na2HPO4 0,02 M pH 7,0 contendo NaCI 0,6 M; Na2HPO4 0,02 M pH 7,0; Na2HP04 

0,3 mM, pH 7,0;.e Na2HP04 0,3 mM, pH 7,0 contendo 4 0 % etanol. Foram 

colhidas frações de 5 mL e o fluxo foi de 120 ml_/h. A amostra para entrar nesta 

coluna foi acertada para 1M NaCI. 

2.2.4- Cromatograf ia líquida de alta eficiência (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) (15, 54, 62) . Em ambas a detecção foi feita mediante 

luz ultravioleta (UV), no comprimento de onda de 220n m. 

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

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

sódio 0,15 M, e sendo o fluxo de trabalho de 1,0 mUmin. 

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

tampões A e B (tampão A: fosfato de sódio 0,05 M pH7,0 e tampão B: 5 0 % de A 

+ 5 0 % 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. 

Em ambas as metodologias a determinação do tempo de retenção se fez 

sempre comparativamente à preparação recombinante Thyrogen (Genzyme) 

bem como a quantificação se fez sempre comparativamente à preparação 

hipofisaria de referência do NIDDK. 



29 

2.2.5- Ensaio imunoradiométrico (IRI\/IA) do rec-liTSH 

O ensaio foi realizado util izando amostras em duplicata com adição simultânea 

de todos os reagentes: 

100 ^iL de preparação padrão (concentração variando de 1,5 - 100 mUI hTSH/L), 

50 | iL de ^̂ 1̂ - mAB ant i -hTSH (praticamente 60000 cpm), 300 ^iL de tampão 

fosfato de sódio 0,05 M, pH7,4 contendo 1 % de BSA e 0,5% de Tween 20 e 50 | iL 

de fase sólida (anticorpo ant i-hTSH acoplado a celulose). A reação foi mantida 

por 16 horas ("overnight") a temperatura ambiente em um agitador rotatório de 

tubos ("rotator"). A seguir foram adicionados 2,0 mL de tampão de lavagem 

(fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,4 + 0 , 1 % de azida sódica + 0 ,5% tween 20) e a 

separação foi realizada por centri fugação a 100 X g por 10 min a 4 ^C, sendo esta 

etapa de lavagem repetida por duas vezes. 

Em todos os ensaios foram util izados paralelamente preparações comerciais 

de controle de qual idade em níveis de concentração baixo, médio e alto. 

2.2.6- Determinação de proteína total 

A concentração de proteína total foi est imada usando o método "Micro BCA". 

Este consiste na detecção colorimétrica e quantif icação de proteína total em 

solução diluída após reação com ácido bicinconínico (BCA). Utilizou-se uma 

curva padrão de calibração que relaciona diferentes concentrações de BSA pura 

(0,5 - 200 M.g/mL) com a absorbância correspondente, no comprimento de onda 

de 540 nm. 

2.2.7- l\/larcação do rec-hTSH 

A marcação do rec-hTSH com ^̂ 1̂ foi realizada pela técnica suave da 

cloramina T (63) empregando-se 29,6 MBq (0,8 mCi) de radioisótopo e 5^g de 

hTSH dissolvidos em 10 |j,L de tampão fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,4. A reação 

de marcação foi realizada a temperatura ambiente empregando 0,8 | ig de 

cloramina T seguida da adição, após 5 minutos de l^^g de metabissulf ito de sódio 

e de 200 [ig de iodeto de potássio. A purificação do traçador (̂ ^̂ 1 - hTSH) foi 
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efetuada em coluna de exclusão molecular Sephadex G-100, com dimensões 2,5 

cm X 50 cm, em um fluxo de 12 mL/h, sendo a eluição realizada em tampão 

fosfato de sódio 0,05M contendo 0 , 1 % de BSA e 0 , 1 % de azida sódica. Foram 

coletadas f rações de 2,0 mL e o t raçador fo i armazenado a -20-C. 

No caso da marcação do anticorpo ant i-hTSH a técnica de marcação utilizada 

foi da c loramina T clássica (64). Empregaram-se nesta marcação 37 MBq ( ImCi ) 

de ^̂ 1̂ e 50 ng de anticorpo ant i-hTSH dissolvidos em 10 |LIL de tampão fosfato de 

sódio 0,05M, pH 7,4. A reação de marcação foi realizada a temperatura ambiente 

empregando 10 ng de cloramina T seguida da adição, após 30 segundos de lO^ig 

de metabissulf i to de sódio e 200 ^ig de iodeto de potássio. A purif icação do 

traçador (̂ ^̂ 1 mAb anti-hTSH) foi efetuada em coluna de exclusão molecular 

Sephadex G-150 com dimensões de 1,2 x 100 cm, em um fluxo de 3 mL/h. A 

eluição foi realizada em tampão fosfato de sódio 0,05M contendo 1 % de BSA e 

0 , 1 % de azida sódica. Foram coletadas frações de 0,5 mL e o traçador foi 

armazenado a 4 -C. 

2.2.8- SDS-PAGE 

A eletroforese foi realizada em gel de poliacri lamida 15%, na presença de 

0 , 1 % de dodeeil sulfato de sódio (SDS), sob condições não redutoras. Durante a 

corrida eletroforética a intensidade da corrente foi de 20 mA. As proteínas 

presentes no gel foram f ixadas mergulhando o gel em uma solução de 4 0 % 

metanol e 1 0 % de ácido acético glacial, por pelo menos uma hora. 

A coloração foi efetuada imergindo o gel f ixado em uma solução com 0,25% 

de "Coomassie Brilliant Blue G 250", 4 5 % de metanol e 8% de ácido acético e 

mantendo-o sob agitação por aproximadamente uma hora. A seguir foi descorado 

em uma solução com 4 0 % de metanol e 10% de ácido acético glacial, sendo 

realizadas trocas sucessivas, até ser obtida a transparência desejada. O gel foi 

conservado em uma solução de 1 % de glicerol em água. 
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2.2.9- Western Biotting (WB) 

Para a realização do WB, seguiu-se basicamente a técnica de transferencia 

semi-seca, uti l izando o anticorpo anti-hTSH (Mab TC 14), di luido 1:100 (9). 

Após a transferencia, a membrana foi tratada por dez minutos com tampão 

fosfato salina (PBS) contendo 5 % de leite em pó desnatado e liofilizado , e 

incubada por dezoito horas a temperatura ambiente (Ta) com 5 0 mL de anticorpo 

diluído em PBS contendo 5 % de leite em pó. Após a incubação com anticorpo, 

foram real izadas cinco lavagens com PBS 5 % de leite. A seguir a membrana foi 

incubada por uma hora com 5 0 mL de uma solução PBS 5 % de leite contendo 

2 0 0 . 0 0 0 cpm/mL de proteína A marcada com ^^^1. Ao final dessa incubação, a 

membrana foi lavada com PBS contendo 0 , 0 1 % de Tween 2 0 por pelo menos 

seis vezes. Na seqüência, foi deixada a temperatura ambiente até secar, sendo 

poster iormente envolvida em uma folha transparente de PVC, estando assim 

pronta para a autoradiografia. A exposição autoradiográfica, utilizando telas 

intensif icadoras, foi realizada a -80 -C, durante um período de tempo que 

depende da intensidade da resposta desejada, da atividade específica da 

proteína A marcada com ^^^1, da afinidade e título dos anticorpos e da riqueza em 

produto a ser anal isado. 

2.2.10- Ensaio biológico 

Antes do ensaio foi administrada tri iodotironina (T3) na água, durante 5 dias, a 

camundongos Balb C, para suprimir o TSH endógeno. Diferentes doses ( 1 , 5, 1 0 

e 2 0 |ig) do rec-hTSH purificado em nosso laboratorio, do Thyrogen e do pit-hTSH 

NIDDK foram injetadas intraperitonealmente (3 animais por dose) e amostras de 

sangue foram coletadas do seio orbital, 6 horas após a injeção. O nivel de T4 

liberado serviu como medida da bioatividade do TSH injetado e foi dosado por 

RÍA (kit da DPC). 

cmssko m\omi x mn&A mamjsp-m 
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2.2 .11- Meia vida circulatória do rec-hTSH em camundongos 

A meia v ida circulatória do rec-hTSH-IPEN e rec-hTSH-Thyrogen foi 

determinada a partir da curva de concentração plasmática de hTSH em 

camundongos aos quais foi administrado, pela veia da cauda, 1^lg dessas 

preparações. Foram uti l izados camundongos machos da l inhagem Swiss. As 

amostras de sangue foram coletadas via plexo retro-orbital após diferentes 

tempos, 5, 10, 20 , 40, 60, 90, 120, e 180 minutos, 3 animais para cada tempo. O 

sangue coletado foi centr i fugado a 6000 X g por 10 minutos, o plasma foi 

removido e posteriormente o conteúdo de hTSH avaliado por IRMA. 

A curva de concentração plasmática do rec-hTSH foi decomposta em duas 

equações exponenciais, uma correspondente à rápida queda inicial, seguida da 

fase de el iminação lenta. A meia vida da fase rápida e lenta são calculadas pela 

inclinação das retas correspondentes a cada uma dessas fases. 

2.2.12- Seqüenciamento da porção N-terminal 

Para determinar a seq:uência de aminoácidos da porção N-terminal o produto 

purif icado foi submetido a 5 ciclos de degradação de Edman pelo laboratório 

Commonweal th Biotechnologies Inc. (Richmond, VA). 

2.2.13- Espectrometría de massa MALDI-TOF 

Amostras do rec-hTSH purif icado, rec-hTSH Thyrogen e pit-hTSH NIDDK, 

foram submet idas a espectrometr ia de massa MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser 

Desorbtion lonization-Time of Flight mass spectrometry) pelo laboratório 

Commonweal th Biotechnologies Inc. (Richmond, VA). 

A espectrometr ia de massa foi realizada em um espectrómetro de massa 

Voyager DE util izando o ácido sinapínico (AS) como matriz. 
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3- Resultados 

3 . 1 - Estudo de diferentes meios de cultura para o cultivo de células CHO 

produtoras de rec-hTSH 

A Tabela 3 mostra os resultados obtidos quando células CHO produtoras de rec-

hTSH foram cult ivadas em placas de 100 mm nos meios CD e no meio CHO-S-SFM 

II sem e com nucleosídeos e com adição de metotrexato (MTX). Observa-se que 

tanto a concentração de hTSH quanto a de proteína total é bem menor quando se 

utiliza o meio CD, o que acarreta uma atividade específ ica (|j,g hTSH/^ig proteína 

total) cerca de 5 0 % menor com relação ao meio SFM com nucleosídeo + MTX. 

Quando se considera a produtividade por célula, determinada mediante teste de 

Monaco e cois. (49), realizado em placas de 24 poços, obtém-se, conforme mostra a 

Tabela 4, uma produção de hTSH 5 0 % menor no meio CD do que no meio SFM com 

nucleosídeos -i- MTX, enquanto essa produção é cerca de 2 0 % menor com o meio 

SFM sem nucleosídeos e cerca de 5% menor quando é usado o meio SFM com 

nucleosídeos. 

Com base nesses resultados resolvemos utilizar, em nossas produções de 

hTSH, o meio SFM com nucleosídeos -i- MTX. 

TABELA 3: Níveis de hTSH e conteúdo proteico obtidos com diferentes meios de 

cultura, em placas de 100 mm. 

Meio hTSH^ Proteína total' ' At ividade específica 

(|ig/mL) (M^g/mL) (nghTSH/^g proteína) 

i% 

CD sem nucleosídeos 0,70 62,5 1,12 

SFM sem nucleosídeos 2,04 123,8 1,65 

SFM com nucleosídeos+MTX 2,74 121,2 2,26 

SFM com nucleosídeos 2,40 115,8 2,07 

^determinado por RP-HPLC 
"determinada por BCA 
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TABELA 4: Níveis de hTSH obtidos com diferentes meios de cultura, em placas de 

24 poços, considerando o número de células presentes. 

Meio hTSH hTSH 

(ug/mi) (ug.10"^ célula.dia^) 

CD sem nucleosídeos 0,42 1,47 

SFM sem nucleosídeos 1,0 2,30 

SFM com nucleosídeos+MTX 1,6 2,90 

SFM com nucleosídeos 1,2 2,80 

3.2- Sistemas de produção de rec-hTSH 

Dois sistemas de produção de rec-hTSH foram padronizados: biorreator e frascos 

de cultura. 

3 .2 .1 - Produção de rec-hTSH e m biorreator 

O ciclo de duas produções (A e B) de rec-hTSH em biorreator é apresentado na 

Figura 4 . Em ambas, o nível mais alto de hTSH foi prat icamente 2 0 | L i g . m L " \ d i a \ 

obtido nos primeiros 20 dias quando ainda dFBS está presente no meio. 

Uma redução do nível de hTSH, da ordem de 3 vezes, ocorreu, entretanto, após 

a retirada do soro. Fato semelhante é relatado na literatura (73, 75) na utilização de 

um sistema análogo de hollow-fiber. O conteúdo proteico obtido nestes diferentes 

lotes de produção foi da ordem de 1,9 mg/mL. 

3.2.2- Produção de rec-hTSH e m frascos de cultura 

Doze diferentes lotes de produção foram realizados em frascos de cultura de 162 

cm^ (Tabela 5). O nível de hTSH obtido nas diferentes produções foi bastante 

reprodutível. Nas doze produções realizadas a concentração média de hTSH foi de 

4,5 ± 0,78 [ig/m\ e o conteúdo proteico de 142,7 + 23,9 ^ig/ml. 
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Figura 4 Exemplos de ciclos de produção do rec-hTSH em biorreator tipo hollow-

fiber. O meio extracapilar util izado foi CHO-S-SFM II com 10% dFBS até o dia 20. O 

meio intracapilar foi o mesmo CHO-S-SFM II sem dFBS. • , coleta de meio 

extracapilar; T, troca de meio intracapilar 
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TABELA 5 Concentração de hTSH e de proteína total nos diferentes lotes de 

produção realizados em frascos de 162 cm^. 

Produção hTSH^ 
(|ig/ml) 

Proteína'' 
(|ig/ml) 

At iv idade específica 

(|ig hTSH/| ig proteína) 

(%) 

P1 4,7 100,8 4,7 

P2 5,3 142,8 3,7 

P3 5,3 160,6 3,3 

P4 4,6 170,6 2,7 

P5 5,6 157,6 3,6 

P6 3,7 136,0 2,7 

P7 4,1 117,3 3,5 

P8 3,2 129,8 2,5 

P9 5,0 180,4 2,8 

P10 4,0 158,6 2,5 

P11 4,5 141,2 3,2 

P12 3,4 116,5 2,9 

determinado por RP-HPLC 

"determinado por BCA 

A atividade específ ica (conteúdo de hTSH sobre o conteúdo total de proteína x 

100) média encontrada nos nossos lotes foi de 3,2 ± 0,64 %. 

O andamento da produção de rec-hTSH, para quatro lotes (P4, P6, P7 e P I2 ) , 

que estendeu-se por tempos diferentes, respectivamente 10, 13, 17 e 23 dias é 

exempli f icado na Figura 5. 

cmssho mciomi EM£RgA^üCLB\R/sp-iPEN 
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Tempo (dias) 

Figura 5 Variação da concentração de hTSH, relativa às produções 4, 6, 7 e 12, ao 

longo do cultivo. 

3.3- Caracterização do rec-hTSIH no meio de cultura, antes da purificação 

Os meios contendo hTSH oriundos do cultivo em biorreator ou em frascos de 

cultura foram anal isados quali tat ivamente por cromatografia liquida de alta eficiência 

(HPLC) de exclusão molecular (HPSEC) e de fase reversa (RP-HPLC). Em ambas as 

metodologias o hTSH foi identificado pelo seu tempo de retenção (tp) em 

comparação ao tempo de retenção de uma preparação de referência ou por sua 

atividade imunológica medida por ensaio imunoradiométr ico (IRMA). Neste trabalho 

foram util izadas duas preparações de referência: a preparação recombinante 

Thyrogen da empresa Genzyme e a preparação hipofisaria do "National Hormone 

and Pituitary Program" dos EUA (pit-hTSH). Os perfis obtidos para estas preparações 

em HPSEC e RP-HPLC são apresentados nas Figuras 6 e 7 respectivamente. 

Nestas figuras estão indicadas também as posições das subunidades a e (3 do pit-

hTSH. Observa-se que a preparação hipofisaria é mais impura que a preparação 

recombinante Thyrogen. 
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Figura 6 Perfil de eluição em HPSEC da preparação de referência Thyrogen (A) e da 

preparação hipofisaria do NIDDK (B). 

A 220 nm 
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Figura 7 Perfil de eluição em RP-HPLC da preparação recombinante Thyrogen (A) e 

da preparação hipofisaria do NIDDK (B). 

A 220 nm 
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A anál ise em HPSEC do meio condicionado contendo hTSH (Figura 8 A ) identificou 

dois principais contaminantes, um com tR de 11,8 min e outro com tp de 14,7 min. 

Observou-se nestes picos alguma atividade imunológica sugerindo a presença de 

formas relacionadas de hTSH de alto peso molecular (agregados ou dímeros, por 

exemplo). A análise em RP-HPLC (Figura 8 B ) mostrou que a maioria das 

proteínas contaminantes presentes no meio condicionado são menos hidrofóbicas 

que o hTSH, que elui com um tempo de retenção (tn) de 32,8 min. Um grande pico 

com tR = 41,3 min surge devido ao gradiente e a componentes do meio de cultura, 

enquanto o principal contaminante, um pico com Ir = 30,4 min, é composto pelo 

mesmo material que elui na HPSEC, no tempo de retenção de 14,68 min. 

Uma metodologia de quantif icação do hTSH presente no meio condicionado foi 

desenvolvida neste trabalho, por RP-HPLC. Esta metodologia foi validada 

considerando os seguintes parâmetros: exatidão, l inearidade de resposta, precisão e 

sensibi l idade. 

Um teste de recuperação foi realizado adicionando-se quant idades conhecidas 

de hTSH recombinante puro a um meio condicionado controle, obtido realizando o 

mesmo processo de cultivo próprio das células produtoras com células CHO não 

transformadas. A quantif icação foi realizada contra uma preparação de referência 

(hTSH-NIDDK), sendo a recuperação média de hTSH de 97,4 ± 1,83 %, com um 

coeficiente de var iação (cv) de 1,9%, n = 1 2 (Tabela 6 ) . 
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Foi assim demonstrada a exatidão da determinação do hTSH no meio de 

cultura condicionado, sendo a correlação entre hTSH adicionado e recuperado 

altamente significativa (r = 0,9999; p < 0 ,001; n =6) com um erro sistemático inferior a 

2%. 

Yrecuper = 0,9838 Xadicionado " 0,0279 

TABELA 6 Teste de recuperação de quantidades conhecidas de hTSH recombinante 

adicionadas ao meio condicionado controle 

hTSH adicionado 

(ug) 

Area do pico 
(u.a.) 

hTSH determinado 

(ug) 

Recuperação 
(%) 

20 879,0 19,60 98,0 

10 448,7 9,96 99,6 

5 215,9 4,81 96,2 

2,5 105,9 2,36 94,4 

1,25 55,1 1,23 98,4 

0,625 27,3 0,61 97,6 

A curva dose-resposta (hTSH adicionado X área do pico), no intervalo de 

0,625|ig a 20M,g é apresentada na Figura 9. A equação da curva dose-resposta 

obtida foi : Yua. .= 44,006 X^,g + 1,1248 onde "u.a." são unidades arbitrárias de área. 

O coeficiente de correlação altamente significativo (r = 0,9999; p<0,0001 para 

n = 15) confirmou a l inearidade de resposta obtida nesta metodologia de RP-HPLC. 
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Figura 9 Curva dose-resposta para determinação de hTSH por RP-HPLC, 

relacionando área do pico com quant idades de hormônio. 

A precisão intra e interdia do sistema de RP-HPLC foi avaliada, analisando 

nas mesmas condições e em triplicata, em um único dia e em três dias diferentes, 

três meios contendo hTSH. Estes foram preparados adicionando-se hTSH puro a um 

meio controle, obtendo concentrações que variaram de 3 | ig/mL a 50 jug/mL (A, B,C). 

Os dados da Tabela 7 mostram coeficientes de variação (cv) intradia e inter-dia 

inferiores a 2,6 e 7,2% respectivamente. Determinações com níveis menores de 

precisão, (até cv = 12,6%), mas ainda úteis, foram também obtidas quando as 

mesmas amostras foram anal isadas interdia usando a curva de calibração 

apresentada na Figura 9, sem correr uma preparação de referência cada dia. 

TABELA 7 Determinação por RP-HPLC da precisão intra e interdia util izando meios 

com diferentes níveis de hTSH. 

Amostra Intradia^ 

(ng/mL) 

Interdia 

Padrão interno Curva dose-resposta 
(|ig/mL) 

A 

B 

C 

3,04 ± 2 ,52 ' 

6 , 1 5 ± 2 , 1 5 

5 0 , 0 + 1 , 0 6 

3,17 + 4,19'' 

6,25 ± 7 , 1 7 

49,8 ± 0 , 5 3 

3 , 1 7 1 5 , 5 2 " 

5,35 + 12,55 

49,0 ± 3,42 

' Todos os dados referem-se a 3 determinações 
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" CV, expresso em porcentagem (desvio padrão /média x 100) 

O limite de detecção (sensibil idade) da metodologia de RP-HPLC foi calculada 

com base no desvio padrão da resposta relativa à menor dose usada (0,625 jig) e à 

dose zero (adição apenas do meio controle) usando o teste "t" (p= 0,05), conforme a 

formulação de Rodbard (67): 

1 1 + • 
«o +«1 - 2 

onde: 

ymin = resposta mínima detectável (área do pico) 

yo = resposta da determinação da dose zero 

no = número de replicatas das determinações da dose zero 

50 = desvio padrão da determinação da dose zero 

ni = número de replicatas das determinações da menor dose usada 

51 = desvio padrão da determinação da menor dose usada 

í = valor do "t" de Student 

A sensibi l idade assim calculada foi de 0,205 j ig (ou 1,02 | ig/mL), com cv intra-

ensaio de 5,6% (n = 6). A exatidão e precisão deste cálculo teórico da sensibil idade 

foram também conf irmadas experimentalmente. Uma quant idade conhecida de 

0,200 | ig de hTSH, anal isada nas mesmas condições de ensaio, forneceu um valor 

de 0,196 ± 0,006 j ig (n = 3) (cv = 3%), quando determinada pela curva dose-

resposta. 
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3.4- Concentração do meio contendo hTSH 

Antes de iniciar a purif icação em colunas cromatograficas foi necessária uma 

etapa de concentração, face ao grande volume de meio em geral resultante da 

cultura celular, em cada produção. 

Foram testados quatro métodos: 

1- Incubação com resina Sephadex G - 2 5 . 

2- Precipitação com solução saturada de sulfato de amónio. 

3- Liofi l ização. 

4- Ultrafi ltração. 

Uti l izando o 1^ método conseguiu-se uma concentração da ordem de 6 vezes 

com relação ao volume inicial. A Tabela 8 mostra o conteúdo de hTSH e de proteína 

total antes e após a incubação com resina Sephadex G-25. Obteve-se com este 

método uma recuperação de hTSH de apenas 2 3 % e de proteína total de 79%, não 

sendo portanto útil a concentração do meio de cultura por este método. 

TABELA 8 Conteúdo de hTSH e proteína total antes e depois incubação com resina 

Sephadex G-25. 

Sephadex G-25 

Antes 

Depois 

determinado por IRMA 

' determinado por BCA 

hTSH^ 

156,0 

36,3 

Proteína totar 

M 

2448,0 

1943,3 

Os resultados obtidos pelo 2 - método (precipitação com sulfato de amonio) 

são apresentados nas Tabelas 9 e 10. A Tabela 9 apresenta a recuperação de hTSH 

no sobrenadante, em diferentes concentrações de sulfato de amonio, partindo de um 

conteúdo inicial de hTSH de 104 [lq, onde observa-se que todo hTSH foi recuperado 

no sobrenadante. Nova análise foi feita com saturações de 5 0 % a 8 0 % sendo o 
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hTSH aval iado no sobrenadante e no precipitado, partindo de um conteúdo inicial de 

hTSH de 128 |iíg (Tabela 10). 

TABELA 9 Recuperação de hTSH no sobrenadante em relação a diferentes 

saturações de sulfato de amonio 

Saturação 

(%) 

hTSH no sobrenadante^ 

M 
Recuperação 

(%) 

20 

30 

40 

148,0 

105,0 

108,0 

142,0 

101,0 

104,0 

determinado por IRMA 

TABELA 10 Recuperação de hTSH no sobrenadante e no precipitado em relação a 

diferentes saturações de sulfato de amonio 

Saturação 

(%) 

Recuperação no sobrenadante^ 

(%) 

Recuperação no precipitado 

(%) 

50 50,0 22,0 

60 41,0 29,0 

70 21,0 27,0 

80 0,5 19,0 

determinado por IRMA 

Considerando que a recuperação de hTSH no precipitado é muito baixa 

(máximo 2 9 % com solução de sulfato de amonio com 6 0 % de saturação), este 

método não se mostrou útil para a concentração do meio de cultura. 

A concentração por liofilização, como se vê na Tabela 1 1 , apresentou uma 

recuperação de hTSH de 9 4 % e uma concentração de até 25 vezes. 

Qual i tat ivamente não houve alteração do produto após liofil ização (Figura 10). 

Portanto a concentração por liofilização pode ser uma alternativa a ser utilizada. 
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TABELA 11 Conteúdo de hTSH antes e depois da liofilização 

Liofil ização hTSH 
(mg) 

Antes 3,6 

Depois 3,4 

Por entender que a liofil ização possa não ser a melhor opção econômica para 

um processo produtivo, foi estudado um outro sistema de concentração mais 

faci lmente adaptado a escalas maiores de produção: concentração/ diálise do meio 

condicionado por ultrafiltração tangencial, utilizando um sistema TFF SYSTEM 

LABSCALE (MILLIPORE) e membrana PELLICON XL, 50 cm^ com região de corte 

de 10 kDa. 
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Figura 10 Cromatogramas do meio condicionado de CHO antes da liofilização (A) e 

depois da liofilização (B) obtidos em HPSEC. A diferente área dos picos é 

basicamente devida a diferentes concentrações das amostras. 

A 220 nm 
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A Tabela 12 mostra os dados obtidos para a concentração de diferentes lotes 

de meio contendo hTSH. O sistema utilizado permitiu uma concentração de 6 -75 

vezes, e a recuperação média de hTSH por esse processo foi de 82 ± 1 2 , 4 % , 

cv = 1 5 , 1 % (n = 6). 

Tabela 12 Concentração por ultrafiltração tangencial de diferentes lotes de meio 

contendo hTSH. 

Lote Fator de de concentração 
(.... vezes) 

Recuperação após concentração 
e diálise (%) 

1 3 « 84 

2 51 67 

$ 38 91 

4 75 72 

5 57 76 

6 6 100 

A análise qualitativa desse processo por HPSEC (Figura 11) mostra que não 

ocorreram mudanças significativas do rec-hTSH presente no meio condicionado após 

concentração e diálise desse material. Este foi então o método escolhido para 

concentrar os meios contendo o hTSH a ser purificado. 

ctmsk) m\omL DE mmh K U C L E W S P - I P E M 
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Figura 11 Cromatogramas obtidos em HPSEC para o meio condicionado antes da 

concentração por ultrafiltração (A), após concentração (B) e após diálise e 

concentração (C). Foram aplicadas alíquotas de 200)iL, 7[iL e A\iL respectivamente 

em A, B e C. 

A 220 nm 
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3.5- Purificação 

Várias estratégias foram util izadas neste trabalho para purif icação do rec-

hTSH-IPEN pelas quais obtiveram-se produtos com grau de pureza que variaram de 

9 0 % a 99%. 

3.5 .1 - Estratégia 1 : Catiônica - Afinidade - Exclusão Molecular 

A estratégia 1 consistiu em 3 etapas: uma cromatografia de troca iónica, tipo 

catiônica, seguida de uma cromatografia de afinidade ao corante (Dye Affinity) e por 

f im de uma cromatograf ia de exclusão molecular. 

Na primeira etapa utilizou-se a resina SP Sepharose Fast Flow (SPFF). A Figura 12 

mostra o cromatograma resultante da purif icação do meio condicionado em coluna 

de troca iónica. Observam-se nesta figura vários picos, sendo o pico correspondente 

ao hTSH identif icado por IRMA. A região que mostrou maior at ividade imunológica 

corresponde à concentração de NaCI no gradiente de 0,12 M a 0,16 M. Ao longo da 

corrida cromatográf ica foi detectada também atividade imunológica (bem menor) em 

outras regiões, durante a lavagem com tampão de acondicionamento da coluna com 

concentração de NaCI de 0,07 M a 0,08 M e de 0,195 M a 0,205 M, o que mostra a 

heterogeneidade da preparação de hTSH, fato freqüentemente relatado na literatura. 
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[NaCI] 

0,25M 

0,20M 

0,15M 

4 0,10M 

-0,05M 

Figura 12 Perfil de eluição em SP Sepaharose FF, resultante da purificação do meio 

condicionado concentrado e dialisado. 

A 280 nm 

• — • hTSH IRMA (cpm) 
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As frações foram reunidas e o "pool" resultante analisado em HPSEC, tendo-

se obtido o perfil da Figura 13, onde se vê a presença de vários picos. Entre esses, o 

de tempo de retenção tp = 17,4 min é o que apresenta maior atividade imunológica. 

Os outros que apresentam também alguma atividade imunológica, embora pequena, 

podem ser hTSH alterado. Sendo que os picos à direita do hTSH aparecem também 

no tampão presente nesta amostra, calculamos um conteúdo de hTSH da ordem de 

2 7 % sobre a proteína total. A análise deste mesmo pool em RP-HPLC mostrou o 

perfil da Figura 14, sendo o pico correspondente ao hTSH o de tp = 35,9 min. 

Observa-se ainda neste perfil a presença de grande quantidade de proteínas 

contaminantes com hidrofobicidade bem menor que a do hTSH que eluem com 

tempo de retenção entre 5 e 10 min. 

Esse mesmo pool foi submetido a uma nova etapa de purificação usando uma 

resina de afinidade para corante (Blue Sepharose Fast Flow). A Figura 15 mostra o 

perfil obtido nessa etapa de purif icação sendo o hTSH identificado por IRMA. As 

frações que apresentaram maior atividade imunológica e que correspondem à 

eluição com 0,6M NaCI, foram reunidas e analisadas em HPSEC (Figura 16), 

mostrando que cerca de 8 5 % da proteína resultante desta etapa é hTSH. Os picos 

que aparecem à direita do hTSH, que elui no tp = 17,9 min, foram também 

encontrados no tampão da amostra. O pool proveniente da cromatografia de 

afinidade analisado em RP-HPLC apresentou o perfil da Figura 17. Comparando 

esse perfil com aquele obtido na RP-HPLC para o pool proveniente da cromatografia 

de troca iónica do tipo catiônica (Figura 14) verif icamos que a cromatografia de 

afinidade por corante eliminou praticamente todas as formas menos hidrofóbicas que 

o hTSH. 

O produto resultante da cromatografia de afinidade por corante, foi submetida 

a uma cromatograf ia de exclusão molecular utilizando a resina Sephacryl S-100 High 

Resolution. 
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sooo 

Figura 13 Análise em HPSEC do pool obtido após purificação em SP-Sepharose Fast 

Flow. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um t R = 17,2 min. 

A 220 nm 

X- X IRMA (cpm) 
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Figura 14 Análise em RP-HPLC do pool obtido após purificação em SP-Sepharose 

Fast Flow. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um í r = 

35,82min. 

A220 nm 
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Figura 15 Cromatograma resultante da purificação do rec-hTSH em Blue Sepharose 

Fast Flow. 

I Lavagem com 0,6 M de NaCI em tampão 0,02 M de Na2HP04 pH 7,0. 

II Lavagem com 1,5 M de NaCI em tampão 0,02 M de Na2HP04 pH 7,0. 

A 280 nm 

~x IRMA (cpm) 
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2000 
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Figura 16 Análise em HPSEC do pool obtido após purificação em Blue Sepharose 

Fast Flow. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um tR = 

17,53min. 

A 220 nm 

X X IRMA (cpm) 
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Figura 17 Análise em RP-HPLC do pool obtido após purificação em Blue Sepharose 

Fast Flow. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um tp = 35,82 

min. 

A220nm 

cofsKssÂo m]omi DE M R Ê Í A ptJciaiVSP-rpEW 
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A Figura 18 mostra o perfil obtido nesta cromatografia sendo a identificação do 

hTSH feita por IRMA. A análise, em HPSEC, do produto resultante dessa terceira 

etapa de purif icação é apresentado na Figura 19 A. Os vários picos que aparecem 

neste perfil além daqueles correspondentes ao hTSH e a outras formas agregadas 

se devem ao tampão da amostra conforme mostra a Figura 19 B. O perfil obtido em 

RP-HPLC é apresentado na Figura 20. Observa-se neste caso um perfil idêntico 

àquele obtido para o pool proveniente da cromatografia de afinidade, como era 

previsível. 

A análise de balanço de massa de urna purif icação representativa baseado 

nesta estratégia é apresentada na Tabela 13. A recuperação individual média de 

cada etapa foi de 60%, sendo a recuperação final do processo de 2 2 % com um fator 

de purif icação de 40 vezes. 

TABELA 13 Anál ise do balanço de massa relativo à purif icação de rec-hTSH 

Etapa Recuperação de hTSH^ 

(%) 

Fração de Massa" Fator de 
Purificação 
(...Vezes) 

Meio condicionado 100* 0,030 — 

Troca catiônica 58,3 0,097 3,2 

Af inidade 35,3 0,353 11,6 

Exclusão Molecular 21,8 1,20 40,0 

^ca lcu lada por HPSEC 

" conteúdo de hTSH determinado por HPSEC dividido pela massa total de proteína 

determinada por BCA. 

* calculado por RP-HPLC 

O produto obtido segundo a estratégia acima descrita, quando analisado em 

SDS-PAGE e Western Biotting, apresentou o comportamento apresentado na Figura 

2 1 . Observa-se nessa figura que o rec-hTSH IPEN apresenta um perfil e uma pureza 

similar àquela apresentada pelas outras duas preparações de referência de hTSH, 

uma hipofisaria e outra recombinante, embora o seu peso 
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Figura 18 Cromatograma resultante da purificação do rec-hTSH em Sephacryl S-100 

High Resolution. 

X -X IRMA (cpm) 

A 280 nm 
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Figura 19 Análise em HPSEC do pool resultante após purificação em Sephacryl S-

100 High Resolution (A) e do tampão da amostra (B). A preparação de referência 

(Thyrogen) apresenta neste dia um t R = 17,2min. 

A 220 nm 
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Figura 20 Análise em RP-HPLC do pool obtido após purificação em Sephacryl S-100 

High Resolution. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um tR = 

35,8 min. 

A 220 nm 
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molecular aparente (cerca de 28 kDa) seja menor daquele do Thyrogen e levemente 

maior daquele da preparação hipofisaria. O Western Blotting conf irmou a identidade 

do hTSH purif icado e a ausência de quant idades significativas de formas alteradas. 

M M 

(kDa) 

94,0 

67,0 

43,0 

30,0 

22,4 
20,1 

14,4 — 

B 
1 2 3 4 5 6 

Figura 21 SDS-PAGE sem redução de diferentes preparações de hTSH após 

coloração com Comassie Brilliant Blue G (A) e após Western-Blott ing (B). 

1 - rec-hGH (WHO); 

2 - marcadores de massa molecular; 

3 - rec-hTSH-Thyrogen; 

4 - pi t-hTSH (NIDDK); 

5 - rec-hTSH-IPEN; 

6 - marcadores de massa molecular. 
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3.5.2- Estratégia 2: A f i n i d a d e / H i d r o f o b i c a - Exclusão Molecu lar 

A estratégia 2 consistiu em duas etapas. Como primeira etapa foi utilizada 

uma cromatograf ia de afinidade ao corante (Dye Affinity) ou uma cromatografia de 

interação hidrofobica seguidas por uma cromatografia de exclusão molecular. 

Na Figura 22 podemos observar o perfil obtido quando a cromatografia de 

afinidade é utilizada como primeira etapa, onde se vêem vários picos, sendo que a 

maior atividade imunológica é encontrada na eluição com NaCI 0,6M. As frações 

correspondentes a essa região foram reunidas em um pool e analisadas em HPSEC 

(Figura 23). Observa-se a eluição do hTSH em um tR = 18,5 min e a diminuição 

significativa do contaminante que elui com tempo de retenção de praticamente 15 

min. A anál ise em RP-HLPC desse mesmo pool mostrou o perfil da Figura 24, sendo 

o pico correspondente ao hTSH o de tp = 32,7 min. Uma alta recuperação de hTSH 

foi conseguida nesta etapa (91%). 

O cromatograma obtido quando a cromatografia de interação hidrofobica foi 

realizada como primeira etapa é apresentado na Figura 25. Picos relativamente 

grandes de proteína foram eluidos, todos com atividade imunológica, em três das 

cinco etapas (I; IV; V) de lavagens. Nas duas outras condições de eluição (II; III), os 

picos de proteína não foram relevantes embora apresentem alguma atividade 

imunológica. A análise em HPSEC e em RP-HPLC do pico I (Figura 26 e Figura 27) 

mostrou que com 0,02 M Na2HP04, 1 M NaCI elui a maior parte do contaminante 

com tR em torno de 15 min na HPSEC e em torno de 30 min na RP-HPLC. Uma parte 

do hTSH foi perdido nesta etapa de lavagem, como mostram as regiões entre 17-18 

min e 32 min, respect ivamente em HPSEC e RP-HPLC. A etapa de lavagem com 0,3 

mM Na2P04 (pico IV) (Figura 28 e Figura 29) eliminou uma fração significativa do 

contaminante que elui com tp em torno de 11 min e também formas mais hidrofóbicas 

que o hTSH. O hTSH eluído com 4 0 % etanol (pico V) analisado em HPSEC e RP-

HPLC mostrou o perfil da Figuras 30 e 31 respectivamente. Um alto fator de 

purif icação (25 vezes) foi obtido com a cromatografia de interação hidrofobica, 

apesar de ainda estar presente uma quantidade considerável de contaminante com 

tp em torno de 11 min. A recuperação desta etapa de purif icação foi de 62%. 

C0»SSÂO MÂCKmL DE af£R65A PaXLEftJVSP-IPEí̂  
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15 

Minutes 

Figura 23 Análise em HPSEC do pool obtido após purificação em Blue Sepharose 

Fast Flow. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um tp = 18,5 

min. 

A 220nm 

X X IRMA (cpm) 
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Figura 24 Análise em RP-HPLC do pool obtido após purificação em Blue Sepharose 

Fast Flow. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um ÍR = 32,5 

min. 

A 220 nm 
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Figura 25 Cromatograma de eluição resultante da purificação do meio condicionado 

(concentrado e dialisado) em Phenyl Sepharose CL-4B. 

I - Lavagem com 1 M de NaCI em tampão 0,02 M de Na2HP04 pH 7,0. 

n - Lavagem com 0,6 M de NaCI em tampão 0,02 M de Na2HP04 pH 7,0. 

m - Lavagem com tampão 0,02 M de Na2HP04 pH 7,0. 

IV - Lavagem com tampão0,3 mM de Na2HP04 pH 7,0. 

V - Lavagem com 4 0 % de Etanol em tampão 0,3 mM de Na2HP04 pH 7,0. 

A 280 nm 

X X IRMA (cpm) 
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Figura 26 Análise em HPSEC do produto de lavagem com 1 M de NaCI em tampão 

fosfato de sódio 0,02 M pH 7,0. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta 

neste dia um tp = 17,15 min. 

A 220 nm 

X X IRMA (cpm) 
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Figura 27 Análise em RP-HPLC do produto de lavagem com 1M NaCI em tampão 

fosfato de sódio 0,02M pH 7,0. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta 

neste dia um IR = 32,81 min. 

A 220 nm 
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Figura 28 Análise em HPSEC do produto de lavagem com tampão fosfato de sódio 

0,3 mM pH 7,0. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia 

um tp = 17,15 min. 

A 220 nm 

X X IRMA (cpm) 
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Figura 29 Análise em RP-HPLC do produto de lavagem com tampão fosfato. 

0,3 mM pH 7,0. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia 

um IR = 32,81 min. 

A 220 nm 

X X IRMA (cpm) 
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Figura 30 Análise em HPSEC do pool obtido após purificação em Phenyl Sepharose 

CL-4B. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um tp = 17,60 

min. 

A 220 nm 
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Figura 31 Análise em RP-HPLC do pool obtido após purificação Phenyl Sepharose 

CL-4B. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um ÍR = 32,78 

min. 

A 220 nm 

X X IRMA (cpm) 
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O pool resultante da cromatografía por afinidade ou da cromatografia 

hidrofobica foi então submetido a uma cromatografia por exclusão molecular, 

utilizando uma resina Sephacryl S-100 High Resolution. A Figura 32 apresenta o 

perfil típico desta segunda etapa de purif icação, onde aparecem três picos, o terceiro 

pico apresentando atividade imunológica. A análise em HPSEC do pool obtido nesta 

etapa de purif icação nos mostra os perfis das Figuras 33 e 34, livre das proteínas 

contaminantes, respectivamente para as purif icações util izando cromatografia de 

afinidade e cromatograf ia de interação hidrofobica como primeira etapa. Na Figura 35 

a análise em HPSEC do tampão da cromatografia de exclusão molecular evidencia 

que os picos que aparecem a direita do pico correspondente ao hTSH se devem ao 

tampão da amostra. Podemos ainda observar nas Figuras 36 e 37 os perfis desses 

mesmos pools, quando analisados em RP-HPLC. O pico observado com tempo de 

retenção entre 5 e 10 min. deve-se também ao tampão da amostra (Figura 38). A 

recuperação do processo completo de purificação quando a estratégia realizada foi 

baseada em cromatograf ia de afinidade seguida da cromatografia de exclusão 

molecular foi de 5 5 % e a pureza, calculada por BCA, foi de 91,4%. No caso da 

utilização da cromatograf ia de hidrofobicidade associada à de exclusão molecular, a 

recuperação foi de 3 7 % e a pureza, calculada por BCA, foi de 90,2%. A Figura 39 

mostra a anál ise em SDS-PAGE dos produtos purificados segundo estas estratégias. 

Aparentemente maior grau de pureza foi conseguido para o produto purificado por 

cromatografia hidrofobica e cromatografia de exclusão molecular. Para obtenção de 

um produto com maior grau de pureza, o pool final da cromatografia de exclusão 

molecular foi purif icado em HPSEC e analisado nesse mesmo tipo de coluna (Figura 

40) apresentando uma pureza de 99,6%. A análise do mesmo pool em RP-HPLC é 

apresentada na Figura 4 1 . 
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Figura 32 Cromatograma resultante da purificação do rec-hTSH em Sephacryl S-100 

High Resolution. 

A 280 nm 

X X IRMA (cpm) 
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Figura 33 Análise em HPSEC do pool obtido após purificação por afinidade e em 

Sephacryl S-100 High Resolution. A preparação de referência (Thyrogen) apresenta 

neste dia um tp = 18,57 min. 
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Figura 34 Análise em HPSEC do pool obtido após purificação em coluna de interação 

hidrofobica em Sephacryl S-100 High Resolution. A preparação de referência 

apresenta neste dia um tp = 17,60 min. 
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Figura 35 Análise em HPSEC do tampão de eluição utilizado na purificação em 

Sephacryl S-100 High Resolution. 

A 220 nm 
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Figura 36 Análise em RP-HPLC do pool obtido após purificação por afinidade 

seguida de Sephacryl S-100 High Resolution. A preparação de referência (Thyrogen) 

apresenta neste dia um t R = 32,7 min. 

A 220 nm 
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Figura 37 Análise em RP-HPLC do pool obtido após purificação mediante coluna de 

hidrofobicidade e em Sephacryl S-100 High Resolution. A preparação de referência 

(Thyrogen) apresenta neste dia um ÍR = 32,78 min. 

A 220 nm 

X — -X IRMA (cpm) 



82 

Figura 38 Análise em RP-HPLC do tampão utilizado na purificação em Sephacryl S-

100 High Resolution. 

A 220 nm 
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Figura 39 SDS-PAGE, sem redução, de diferentes preparações de l iTSH após 

coloração com Comassie Brilliant Blue G. 

1- rec-hGH (WHO); 

2- Marcadores de massa molecular; 

3- rec-hTSH-Thyrogen; 

4 - pit-hTSH (NIDDK); 

5- rec-hTSH-IPEN (estratégia: Afinidade - Exclusão Molecular); 

6- rec-hTSH-IPEN (estratégia: Interação Hidrofobica - Exclusão Molecular). 
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Figura 40 Análise em HPSEC do pool obtido mediante purificação por interação, 

hidrofobica e exclusão molecular após ulterior purificação em HPSEC. A preparação 

de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um tn = 18,6 min. 

A 220 nm 
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Figura 41 Análise em RP-HPLC do pool obtido mediante cromatografia de interação 

hidrofobica e exclusão molecular após ulterior purificação em HPSEC. A preparação 

de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um tR = 32,69 min. 

A 220 nm 
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3.5.3- Estratégia 3: A f i n i d a d e - Interação H i d r o f o b i c a - Exclusão Molecular 

A terceira estratégia consistiu na associação das cromatografias utilizadas na 

estratégia anterior. Foi então realizada a cromatografia de afinidade ao corante (Blue 

Dye Affinity Sepharose Fast Flow) como primeira etapa, seguida da interação 

hidrofobica e por fim da exclusão molecular. A Figura 42 apresenta a análise em 

HPSEC do produto obtido segundo esta estratégia. 

Quando analisado em SDS-PAGE, este produto apresentou o comportamento 

apresentada na Figura 43. Perfil semelhante foi obtido para o produto purificado 

segundo a estratégia 1 (Figura 21). 

A recuperação final do processo quando esta estratégia foi utilizada foi de 

3 4 % e a pureza de 98,7%. 

3.6- E s t u d o da liofilização 

O rec-hTSH purificado foi liofilizado em quatro condições diferentes: 

• Condição 1: 5 (ig hTSH purif icado sem adição de qualquer excipiente. O 

produto está no tampão da última coluna, de exclusão molecular (Na2HP04 0,02 M 

pH 7,0 e NaCI 0,15 M). 

• Condição 2: Igual a condição 1, porém adicionando diferentes concentrações 

de Lactose. 

• Condição 3: Igual a condição 1, porém adicionando diferentes concentrações 

de Sacarose. 

• Condição 4: Igual a condição 1, porém adicionando diferentes concentrações 

de Glicina. 

As concentrações estudadas de lactose, sacarose e glicina foram de: 30, 20, 10, 

5 e 1 mg/mL. 

A Tabela 14 mostra o aumento de formas alteradas (A) e a recuperação de rec-

hTSH que ocorreu quando a liofilização do produto purificado foi realizada em cada 

uma destas condições. 

Com relação à recuperação do rec-hTSH, apenas a condição 3 apresentou baixa 

recuperação nas concentrações de sacarose de 5 e 1 mg/ml. 
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Figura 42 Análise em HPSEC do produto final obtido pela terceira estratégia. A 

preparação de referência (Thyrogen) apresenta neste dia um tp = 16,87 min. 

A 220 nm 



88 

MM 
(kDa) 

94,0 

67,0 

43,0 

30,0 

22,4 
20,1 

14,4 

Figura 43 SDS-PAGE sem redução de diferentes preparações de í iTSH após 

coloração com Comassie Brilliant Blue G. 

1- Marcadores de massa molecular; 

2- rec-hGH (WHO); 

3- rec-hTSH-Thyrogen; 

4- rec-hTSH-IPEN (estratégia: Afinidade - Interação Hidrofobica - Exclusão Molecular); 

5- rec-hTSH-Thyrogen; 

6- rec-hGH (WHO); 

7- Marcadores de massa molecular. 



Tabela 14 Estudo de diferentes condições de liofilização de rec-hTSH purificado. 

Excipiente adicionado Recuperação A Formas 

de hTSH alteradas 

(%) (%) 

Sem adição de excipiente 101,0 11,5 

Lactose (1,0 mg/mL) 107,0 7,4 

Lactose (5,0 mg/mL) 100,0 12,4 

Lactose (10,0 mg/mL) 79,0 8,4 

Lactose (20,0 mg/mL) 112,0 3,5 

Lactose (30,0 mg/mL) 107,0 2,5 

Sacarose (1,0 mg/mL) 50,8 17.7 

Sacarose (5,0 mg/mL) 67,2 17,5 

Sacarose (10,0 mg/mL) 110,7 10,9 

Sacarose (20,0 mg/mL) 86,9 14,9 

Sacarose (30,0 mg/mL) 107,9 6,7 

Glicina (1,0 mg/mL) 95,4 2,6 

Glicina (5,0 mg/mL) 97,5 5,8 

Glicina (10,0 mg/mL) 111,7 5,7 

Glicina (20,0 mg/mL) 123,9 3,4 

Glicina (30,0 mg/mL) 144,2 13,3 

Os menores aumentos (A) de formas alteradas ocorreram nas condições 2 e 

4, podendo ser consideradas estas as condições ideais para liofilização do produto 

purif icado. 

Ressalta-se que, em geral, a concentração de rec-hTSH no produto final é 

baixa, sendo portanto, mais adequado utilizar uma condição satisfatória, porém baixa 

concentração de excipiente. Foi escolhida portanto a condição "Lactose 1 mg/mL" 

para a liofilização do nosso produto. 
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3.7- Caracterização d o rec- l iTSH- IPEN p u r i f i c a d o 

3.7 .1- Avaliação da a t iv idade imunológica: 

Quando o rec-hTSH IREN e a preparação recombinante da Genzyme 

(Thyrogen) são utilizados como padrão no IRMA observa-se um paralel ismo entre as 

duas preparações (Figura 44). 
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Figura 44 Util ização do rec-hTSH IFEN em curva imunoradiométrica (IRMA) em 

comparação ao Thyrogen. 

O rec-hTSH-IPEN foi marcado com ^̂ ^1 e o cromatograma obtido relativo à 

purif icação do produto marcado é apresentado na Figura 45. Nela estão indicados o 

volume de exclusão molecular (Vo), a posição em que sai o iodo livre (̂ ^^1) e as 

posições correspondentes aos coeficientes de distribuição (kp) de 0,195; 0,344 e 
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0,516. Estas três regiões assinaladas foram analisadas quanto a ligação específica 

(%B/T) ao anticorpo de referência anti-hTSH do NIDDK, para várias diluições de 

anticorpo (Tabela 15). Observa-se que na região de kD= 0,344 a l igação ao anticorpo 

é constantemente maior, mostrando ser esta a região do hTSH heterodimérico 

radioiodado. De fato, um ko semelhante (kD= 0,310) para o rec-hTSH Thyrogen foi 

observado em trabalho anterior realizado em nosso laboratório (64). As outras 

formas (kD= 0,195 e 0,516) podem ser artefatos de marcação, possivelmente uma 

forma dimérica e subunidades livres. Estes resultados mostram que o produto 

radioiodado obtido pode ser usado como traçador em sistemas de radioimunoensaio 

ou para estudos de biodistribuição. 

Estas anál ises evidenciaram a viabil idade da util ização da nossa preparação 

como reagente de imunoensaios: padrão de referência ou produto para marcação. 
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Figura 45 Purif icação do rec-hTSH radioiodado em coluna Sephadex G-100. 
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Tabela 15 Ligação específica ao anticorpo anti-hTSH (B/T) do produto marcado 

presente em diferentes regiões do cromatograma de purif icação. 

Diluição kD = 0,195 ko = 0,344 kD = 0,516 
%B/T %B/T %B/T 

1:96000 16,7 54,5 48,6 

1:288000 14,8 42,5 24,9 

1:576000 9,9 30,0 15,0 

1:748000 9,3 26,4 13,8 

1:1122000 8,2 22,2 11,0 

3.7.2- Avaliação da potência biológica 

Bioensaios in vivo real izados com o nosso produto (I), com a preparação 

recombinante Thyrogen (T) e com a preparação hipofisaria NIDDK (N) forneceram 

curvas dose resposta como a da Figura 46. 

Os dados de quatro ensaios independentes correspondentes à potência 

biológica e à potência relativa do rec-hTSH IPEN, util izando rec-hTSH Thyrogen como 

padrão, são apresentados na Tabela 16. A potência relativa foi der ivada de secções 

paralelas (no mínimo 5 em cada ensaio) das curvas dose resposta das preparações 

de hTSH anal isadas, e a potência biológica em lU/mg, considerando a potência 

relativa e a biológica declarada da preparação Thyrogen de 4,0 lU/mg (30). A potência 

relativa do nosso produto com relação ao Thyrogen variou de 0,55 a 0,93 e a potência 

biológica variou de 2,2 lU/mg a 3,7 lU/mg. Com relação ao pit-hTSH NIDDK (Tabela 

17), o nosso produto apresentou uma potência relativa que variou de 1,5 a 2,6. Não 

foi possível calcular a potência do nosso produto em lU/mg com base no pit-hTSH 

NIDDK, pois para esta preparação de referência é declarada somente a potência 

imunológica. A potência dessa preparação hipofisaria, uti l izando o hTSH-Thyrogen 

como referência, foi de 1,47 ± 0,36 lU/mg. 
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Figura 46 Bioatividade in vivo do rec-hTSH IPEN, rec-hTSH Thyrogen e pit-hTSH 

NIDDK. Cada ponto, representa a média da determinação de T4 no soro de 3 animais. 

Tabela 16 Potência biológica do rec-hTSH IPEN (I) com base no rec-hTSH Thyrogen 

(T). 

Ensaio Potência relativa Potência 

i r r lU/mg 

1 0,93 3,72 

2 0,55 2,20 

3 0,74 2,96 

4 0,88 3,52 

Média ± a 0,78 ± 0 , 1 7 3,10 ± 0 , 6 8 
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Tabela 17 Potência relativa do rec-hTSH IPEN (I) com base no pi t-hTSH NIDDK (N). 

Ensaio Potência relativa 

l/N 

1 2,24 

2 2,63 

3 1,45 

Média ± a 2,11 ± 0 , 6 0 

3.7.3- Seqüenciamento da porção N-terminal 

O hTSH é uma glicoproteína heterodimérica onde as duas seqüências das 

subunidades alfa e beta devem estar presentes em quant idades equimolares no 

seqüenciamento da porção N-terminal. Na análise da nossa amostra foram porém 

encontradas 2 seqüências presentes em quantidades de 55 pmol e 10 pmol. A 

seqüência N-terminal presente na quantidade maior resultou ser A P D V Q como 

pode ser visto nos histogramas (Figura 47). Essa seqüência é exatamente a 

seqüência prevista para a subunidade a. A outra seqüência menor detectada foi : G M 

(T, L) M E, que não corresponde a seqüência para a subunidade p. O não 

aparecimento da subunidade p leva a crer que exista um possível bloqueio dessa 

subunidade no N-terminal, por aci lação ou por outra modif icação que impede o 

seqüenciamento por degradação de Edman. Várias evidências como atividade 

biológica do hormônio, cuja especif icidade é essencialmente determinada pela 

subunidade p, ou a análise do hormônio em HPSEC mostrando-o na forma íntegra, 

provam a existência da subunidade p. O laboratório Commonweal th Biotechnologies 

Inc. informou é pouco freqüente, neste tipo de técnica e no caso de dímeros, uma das 

cadeias estar b loqueada e a outra não. 
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Figura 47 Histogramas relativos à seqüência de aminoácidos da porção N-terminal do 

rec-hTSH IPEN purif icado e submetido a cinco ciclos de degradação de Edman. 
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3.7.4- Determinação da m a s s a mo lecu la r (MM) d o hTSH 

As massas moleculares das preparações rec-hTSH IPEN, rec-hTSH Thyrogen 

e plt-hTSH NIDDK foram determinadas por duas técnicas: espectrometria de massa 

MALDI TOF e HPSEC. 

3.7.4 .1- E s p e c t r o m e t r i a de massa MALDI - TOF 

Foram realizados dois ensaios independentes de espectrometria de massa 

MALDI-TOF para as preparações recombinantes Thyrogen e IPEN e para a 

preparação hipofisaria hTSH-NIDDK. 

A Figura 48 mostra o espectro de massa obtido para essas três preparações 

em uma das análises. 

As massas moleculares dessas três preparações e de suas subunidades são 

apresentadas na Tabela 18. Observa-se uma pequena diferença entre a massa 

molecular determinada experimentalmente para o heterodímero e aquela resultante 

da soma de suas respectivas subunidades, 1,3% para o rec-hTSH-IPEN, 1,2% para o 

pi t -hTSH-NIDDK e 0,6% para o rec-hTSH-Thyrogen. Uma alta precisão interensaio foi 

observada, com cvsque são iguais ou menores que 1 % . 

3.7.4.2- HPLC 

A partir de uma cal ibração realizada em HPSEC com diferentes proteínas de 

referência (Figura 49) obteve-se a seguinte curva de calibração: log MM = - 0,1006 \R 

+3,2688 r = 0,9925 (n = 4). As massas moleculares das três preparações de hTSH 

foram obtidas a partir desta curva: MM Thyrogen = 34,5 kDa, MM IPEN = 32,6 kDa e 

MM NIDDK = 31,7 kDa. 
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Pi 

Figura 48 Anál ise de espectrometr ia de Massa MALDI-TOF das preparações pit-hTSH 

NIDDK (A), rec-hTSH Thyrogen (B) e rec-hTSH IPEN (C). 



TABELA 18 Determinação da massa molecular (MM) de diferentes preparações de hTSH por MALDI - TOF. 

Preparação Subunidade a 

MM (Da) 

Subunidade p 

MM (Da) 

Heterodímero 

MM (Da) 

Experimental a + p 

rec-hTSH IPEN 

pit-hTSH NIDDK 

Valor teórico para o 
Thyrogen^ 

ensaio 1 13788 15277 29439 

ensaio 2 14000 15307 29692 

M M ± S D 13894,0 ± 1 4 9 , 9 15292,0 ±21,2 29565,5 ± 1 7 8 , 9 .: 29186,0 

ensaio 1 13900 15581 29487 

ensaio 2 13817 15580 29736 

M M ± S D 13859,5 ± 5 8 , 7 15580,5 ± 0 , 7 1 29611,5 ±176 ,1 29440,0 

ensaio 1 13270 14453 27810 . 

ensaio 2 12767 14498 27848 

MM ± S D 13018,5 ± 3 5 5 , 7 14475,5 ± 2 1 , 8 27829,0 ± 26,9 27494,0 

13820 15840 29660 

^Massa molecular teórica derivada da sequência de aminoácidos, adicionando a contribuição devido aos carboidratos (14). 
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15 
Minutes 

Figura 49 Perfil de eluição em HPSEC do rec-hTSH Thyrogen. As setas indicam a 

posição das diferentes proteínas: BSA (66,2 kDa); Ovoalbumina (42,7 kDa); rec-hGH 

W H O (22,4 kDa) e Citocromo-C (12,5 kDa). 
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3.7.5- Avaliação da meia v i d a circulatória d o hTSH e m c a m u n d o n g o s 

O desaparecimento do hTSH da circulação de camundongos aos quais foi 

administrado 1^g de rec-hTSH-IPEN e rec-hTSH-Thyrogen pode ser observado na 

Figura 50. Ambas as preparações de hTSH t iveram um desaparecimento rápido, 

sendo que apenas cerca de 2 0 % do hTSH administrado ainda está presente após 180 

minutos. As caracterít icas do clearance do rec-hTSH IPEN foram idênticas ao rec-

hTSH Thyrogen com meia vida de fase rápida de 5 minutos e de fase lenta de 65 

minutos, o que sugere uma similaridade entre as estruturas glicídicas destas 

preparações. 
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Figura 50 Clearance do rec-hTSH IPEN e rec-hTSH Thyrogen. Cada ponto 

representa a média da concentração plasmática de rec-hTSH em três camundongos. 

A concentração de hTSH presente em cada mL de plasma, em diferentes tempos foi 

expressa como porcentagem da dose máxima de hTSH determinado. 
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4- D ISCUSSÃO 

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que a tireotrofina humana 

recombinante purif icada (rec-hTSH-IPEN), obtida em nosso laboratório, satisfaz 

critérios de identidade, pureza e potência necessários para justificar o seu uso como 

reagente químico, seja para uso in vitro (como padrão ou traçador), assim como para 

bioensaios, estudos de biodistribuição ou ainda para estudos de estrutura-função. 

Os dois sistemas de produção de rec-hTSH estudados neste trabalho, 

biorreator e f rascos de cultura, mostraram-se úteis para uma produção laboratorial e 

piloto deste hormônio. Util izando um biorreator "big foot" disponível em nosso 

laboratório, com volume extracapilar de 50 mL, obteve-se uma produção média de 1 

mg de hTSH/dia. Produção análoga (0,9 mg/dia) foi conseguida no sistema de 

frascos de cultura, considerando um volume coletado de 200 mL (10 frascos), que 

pode ser faci lmente incrementada aumentando o número de garrafas, só havendo 

como fator l imitante o espaço na incubadora com CO2. 

Poucos trabalhos foram encontrados na literatura relativos à purificação do 

hTSH (14, 73, 78). Cole e colaboradores (14), os únicos a descreverem um processo 

completo para obtenção de produto injetável, iniciaram o processo de produção de 

hTSH, der ivado de células CHO, com um meio condicionado contendo 

aproximadamente 25| ig hTSH/mL e uma fração de massa de 0,26. Após clarificação 

por fi ltração e concentração foi realizada uma primeira etapa cromatográfica de troca 

catiônica (S-Sepharose Fast Flow) seguida de uma cromatografia de afinidade ao 

corante (Trisacryl Blue) e de uma troca aniônica (Q-Sepharose Fast Flow). 

Finalmente, após uma concentração de 10-20 vezes, a preparação foi submetida a 

uma cromatograf ia de exclusão molecular (Sephacryl S-200R). Após as duas 

primeiras colunas a fração de massa era 0,96, indicando que as duas últimas etapas 

cromatograf icas foram somente polimento do produto. A recuperação individual de 

cada etapa foi de 90%, com exceção da recuperação final da etapa de exclusão 

molecular, que foi de 7 8 % devido a uma amostragem mais restritiva. O rendimento 
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total obtido foi de 54%, com uma pureza de 99%, determinada por SDS-PAGE, RP-

HPLC e HPSEC. Skudiinski e colaboradores (73) utilizando um esquema semelhante 

ao de Cole (troca catiônica, afinidade pelo corante e cromatografia aniônica 

opcional), obt iveram um produto cuja pureza, aval iada por SDS-PAGE, foi maior que 

99%. Rendimento e grau de pureza menor, 3 2 % e 9 7 % respectivamente, foi relatado 

por Thotakura e colaboradores (78) para a purif icação de hTSH utilizado para 

estudos de estrutura-função. Foram util izadas nestes estudos cromatografias de 

afinidade por corante, troca aniônica e troca catiônica. Dados satisfatórios foram 

obtidos para a purif icação do rec-hTSH-IPEN, sempre lembrando que a nossa fração 

de massa inicial era de 0,032 e o fator de purif icação obtido foi de 25-40 vezes nas 

diferentes estratégias. 

As vár ias estratégias de purif icação estudadas neste trabalho, com duas ou 

três etapas, mostraram-se eficientes para obtenção de um grau de pureza de 

reagente químico, com rendimentos satisfatórios para este tipo de produto. Foi obtida 

uma preparação purif icada de rec-hTSH-IPEN, em forma estável, possível de ser 

caracterizada, independentemente da estratégia adotada. As cromatografias de 

afinidade e de hidrofobicidade foram as mais eficientes para eliminar o principal 

contaminante presente no produto inicial, identif icado na HPSEC como um pico 

eluindo com t p aproximadamente 15 min e na RP-HPLC com tp aproximadamente 30 

min enquanto a cromatografia de exclusão molecular foi eficiente para eliminar outro 

contaminante cuja eluição ocorre em torno de tR aproximadamente 11 min na HPSEC 

e <10 min na RP-HPLC. A purif icação do rec-hTSH mediante cromatografia por 

afinidade ao corante já t inha sido utilizada e descrita na literatura por Cole e 

colaboradores (14) e por Szkudiinski e colaboradores (73), porém não encontramos 

registros na literatura da utilização de separação hidrofobica para o rec-hTSH. Esta 

alternativa é de grande interesse principalmente para produtos para aplicações 

clínicas, em vista de potenciais problemas de segurança e toxicidade relacionados 

com a eluição indesejada do ligante imobil izado à matriz, em cromatografias de 

afinidade, com conseqüente contaminação do produto (37). Util izando essas duas 

cromatografias individualmente, associadas à exclusão molecular (estratégia 2), 

obtivemos grau de pureza de aproximadamente 90%, entretanto a associação de 



ambas levou à uma pureza de praticamente 99%(estratégia 3). Grau de pureza 

semelhante foi também conseguido mediante a associação da cromatografia por 

afinidade ao corante com uma cromatografia de troca iónica (estratégia 1). Este 

último esquema foi aquele seguido por Szkudiinski e colaboradores para a 

purif icação do seu produto (73). 

Em comparação com a preparação recombinante comercial Thyrogen, rec-

hTSH-IPEN mostrou uma potência imunológica análoga, semelhantemente ao 

encontrado em trabalho anterior (64) para a preparação pituitária do NIDDK e para a 

preparação Thyrogen. A viabil idade de sua utilização como padrão e traçador em 

imunoensaios foi aqui também demonstrada. 

As preparações de rec-hTSH-IPEN mostraram-se biologicamente ativas, 

mostrando-se em média cerca de 2 vezes mais potentes que a preparação 

hipofisaria do NIDDK e aproximadamente 2 0 % menos potente que a preparação 

recombinante comercial Thyrogen. Estes diferentes graus de bioatividade 

encontrados podem estar relacionados a diferenças no grau de siali lação (adição de 

ácido siálico) das cadeias de carboidratos presentes nessas preparações, o que 

confirmaria os dados da literatura (18, 73, 78). 

A massa molecular do rec-hTSH-IPEN de 29565,5 Da mostrou similaridade 

(diferença de - 0 , 1 6 % ) com a massa molecular do Thyrogen, ambas determinadas 

por espectrometr ia de massa MALDI-TOF, enquanto uma diferença de + 6,2% foi 

detectada com relação à preparação hipofisaria. Em relação ao valor teórico relatado 

por Cole e colaboradores (73) para o Thyrogen e derivado da seqüência de 

aminoácidos acrescida da contribuição dos carboidratos, a diferença observada foi 

de - 0 , 3 2 % . Outras técnicas físico-químicas, SDS-PAGE e HPSEC, também 

evidenciaram alguma diferença de massa molecular entre as preparações 

recombinantes e a pituitária. Em todas elas, a massa molecular da preparação de 

rec-hTSH-IPEN foi maior daquela da preparação pituitária do NIDDK e menor 

daquela da preparação recombinante comercial Thyrogen. Diferenças nos tempos de 
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retenção, observadas em HPSEC, refletindo diferenças de massa molecular da 

preparação hipofisaria e dessas preparações recombinantes, foram também 

descritas na literatura em trabalho do nosso grupo que inclui parte dos dados desta 

dissertação (54). Foi relatado neste trabalho diferenças do tempo de retenção do 

Thyrogen e do rec-hTSH-IPEN respectivamente de 2 ,56% e 1,25% com relação à 

preparação hipofisaria. 

Ressalta-se a importância da utilização das técnicas analíticas de HPLC, de 

exclusão molecular e fase reversa, no início do processo de purif icação e no 

acompanhamento das etapas de purif icação, que permitiu detectar os principais 

contaminantes indesejados, facil i tando a sua el iminação, além de identificar, como 

no caso da cromatograf ia hidrofobica em Phenyl Sepharose, o procedimento que 

permite sua el iminação. Um maior conhecimento sobre as características de cada 

contaminante é extremamente útil no planejamento e na otimização do melhor 

esquema de purif icação a ser adotado. Salientamos que não encontramos na 

literatura este tipo de análise realizada no material inicial o que dá bastante 

confiabil idade aos dados aqui apresentados. 

A quanti f icação do hTSH realizada no meio de cultura, antes de iniciar a 

purif icação, foi baseada em técnica de RP-HPLC, previamente padronizada em 

nosso laboratório (54) que, revelou-se uma ferramenta bastante importante. Nas 

etapas iniciais do processo, as determinações são particularmente críticas e 

inexatas, especialmente devido à heterogeneidade das amostras e às interferências 

presentes. Conseqüentemente, a avaliação da recuperação de rec-hTSH após 

purif icação bem como seus rendimentos e fatores de purif icação, só poderão ser 

conhecidos de maneira exata se o conteúdo de hTSH no material de partida for 

corretamente quantif icado. Esta metodologia de quantif icação foi val idada quanto à 

exatidão, precisão e sensibi l idade. Relativo a este último parâmetro, um limite de 

detecção nunca obtido para o hTSH por outras técnicas físico-químicas foi 

confirmado por um enfoque teórico, bem como por testes práticos de recuperação. 

Este método mostrou-se robusto, tendo-se obtido a quantif icação de amostras, com 

precisão aceitável, a partir de uma curva padrão pré-determinada, sem a 
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comparação com um padrão novo em cada análise. Isto é part icularmente importante 

em vista do alto custo e disponibil idade limitada de preparações puras de hTSH. 

Podemos concluir que os resultados obtidos neste trabalho deverão facilitar 

enormemente o trabalho que ainda deve ser realizado para a obtenção de uma 

preparação farmacêut ica, injetável, de tireotrofina recombinante para uso humano. 

As técnicas físico-químicas padronizadas e aplicadas, assim como toda a 

caracterização do hTSH de diferentes origens aqui realizadas deverão também 

permitir a formulação de monografia relativa a este hormônio para a Farmacopeia 

Brasileira. Lembramos a este respeito que o hTSH ainda não consta em nenhuma 

das principais farmacopéias de referência internacional. 
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