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INTRODUCAO

A glicosilagdo é uma das mais importantes
modificagbes poés- transducionais de uma
glicoproteina e pode afetar tanto a estrutura
da proteina quanto a sua funcdo, uma
glicosilacdo inapropriada podendo resultar
em atividade reduzida, meia vida na
circulagdo limitada e imunogenecidade nao
desejada.

A (glicoproteina envolvida no presente
trabalho € a tireotrofina humana (hTSH),
que € um hormonio, produzido na glandula
hipofisaria anterior, sendo o seu papel
fisiolégico estimular as  funcdes
tireoideanas tais como captacdo e
organificacao do iodo, producao e liberacéao
de iodotironinas pela tirebide e promocao
do crescimento desta glandula.

Face ao alto interesse clinico desse
hormbnio, seja em aplicacbes no campo
diagnéstico que terapéutico relacionadas a
cancer, 0 nosso laboratério tem
desenvolvido estudos na direcdo de
sintetizar a tireotrofina humana com
diferencas na porcao glicidica [1,2].

OBJETIVO

Caracterizacao fisico-quimica, imunolégica
e biologica de trés preparacdes de hTSH,
sendo duas recombinantes (rhTSH e
hlsrhTSH) e uma de origem hipofisaria
(phTSH). As duas primeiras, embora
tenham a mesma origem (células CHO),
divergem quanto a configuragdo do &cido
sidlico, rhTSH com acido sidlico na
configuragdo 02,3 e hlsrhTSH com este
monossacarideo nas configuracées 02,3 e
a2,6.

METODOLOGIA

eAvaliacao fisico-quimica: através de
cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase
reversa (RP-HPLC), focalizacdo isoelétrica e
eletroforese em gel de poliacrilamida em SDS
(SDS-PAGE) [3].

eAvaliacao imunoldgica: através de ensaio
imunoradiométrico (IRMA) [4].

eAvaliacao bioldgica: da determinacdo de
tiroxina total circulante (T4). [5].

RESULTADOS

A hidrofobicidade das preparacdées em estudo,
avaliada por RP-HPLC, mostrou que as
preparacdes recombinantes apresentam uma
menor hidrofobicidade do que a hipofisaria,
sendo o hlsr-hTSH o menos hidrofobico das
preparacoes (Tabela 1). Foi encontrada
diferenca significativa (p<0,005) entre o tempo
de retencdo médio (tg) da preparacao pituitaria
(tr = 33,74 + 0,051 min, n=3) e os tg das
preparacdes recombinantes (tg = 33,36 + 0,085
min, n=3)

Tabela 1 Hidrofobicidade relativa de
preparacoes de hTSH

Preparacgéo RP-HPLC tg (min)
rhTSH 33,37
hisrhTSH 33,27
phTSH 33,75

Os isbmeros de carga das preparacoes em
estudo, analisados por focalizacdo isoelétrica,
foram praticamente idénticos para as
preparagbes recombinantes, enquanto a
preparacao hipofisaria apresentou duas ou trés
isoformas com pHs mais acidos.
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A mobilidade eletroforética das
preparacoes recombinantes e de origem
hipofisaria foram analisadas por SDS-
PAGE, em condicdes redutoras. Nestas
condicoes, os heterodimeros se dissociam
em suas subunidades a e B. Observou-se
diferenca de migracéo entre as preparacoes
hipofisarias e recombinantes, tanto no caso
das subunidades a, quanto das
subunidades [, tendo a preparacédo
recombinante uma menor taxa de migracao
e, portanto, uma maior massa molecular
aparente (Figura 1)
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Figura 1 SDS-PAGE, em condigbes
redutoras, de preparacdes de hTSH
hipofisario (p) e recombinante (r).

A atividade bioldgica das preparacées em
estudo foi avaliada in vivo em camundongos
da linhagem BALB/c, em trés ensaios
independentes. O nivel de T4 obtido para as
diferentes preparacdes mostrou respostas
menores para as preparacdes hipofisarias
do que para as preparacdes recombinantes
(Figura 2). Nao ha diferenga significativa
(p>0,05) entre a poténcia do hisrhTSH e a
do rhTSH, podendo-se dizer que ambas as

preparacoes recombinantes séo
equipotentes. Quando comparadas ao
phTSH, as preparagbes recombinantes

mostraram-se aproximadamente 1,5 vezes
mais potentes (p<0,001).

Figura 2 Nivel de T4 em fungédo da dose de
hTSH administrada nos camundongos
(n=10)

158

Uma maior atividade imunoldgica foi
observada para as preparagdes recombinantes,
mas com paralelismo significante entre as
regides lineares das 3 curvas analisadas (Fig.
3).
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Figura 3 Curva padrao dose-resposta obtida

por ensaio imunoradiometrico (IRMA). rhTSH
(o), hisrTSH (m) € phTSH (&) Todos 0s pontos
sao médias de duplicatas de determinagdes.

CONCLUSOES

As avaliagdes fisico-quimica, imunoldgica e
biolégica das 2 preparacdes recombinantes
com diferencas na porcdo glicidica, nao
mostraram diferengas significativas entre elas.
Entretanto, com relacdo ao phTSH, estas
preparagdes mostraram diferengas quanto a
hidrofobicidade, perfil de isoformas, massa
molecular aparente, poténcia imunoldgica e
bioldgica.
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