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INTRODUGAO

A tireotrofina, ou horménio estimulador da ti-
redide (TSH) € um horménio pituitario hete-
rodimérico que possui duas subunidades
unidas nao covalentemente (a e (), produ-
zida e secretada pelos tireotréfos, regulando
funcbes da glandula Tireoide na secregao
dos hormdnios tireoidianos, tiroxina (T4) e
trilodotironina (T3). Esse mecanismo de re-
gulagdo, conhecido como eixo-hipotalamo-
hipofise-tiredide, faz parte de uma retroali-
mentac¢ao negativa, onde o hormonio libera-
dor da tireotrofina (TRH) regula a secregao
do TSH e dos hormdnios T3 e T4; a medida
que a concentracédo de T3, T4 sobem, a con-
centracdo de TSH e TRH abaixam. Caso a
concentracdo de T3, T4 declinem, as con-
centracdes de TRH e TSH sobem [1]. Diver-
sos estudos demonstram a atividade fisiol6-
gica dos hormonios tireoidianos, como na
maturacao de fungdes sexuais, captagcao de
iodo, desenvolvimento cerebral em neona-
tos, entre outros [2]. A partir da expressao do
hTSH em células de rim de embrido humano
(HEK293F), foi dada continuidade aos pro-
cessos de purificacdo e caracterizagao da ti-
reotrofina humana recombinante. Foram fei-
tas purificagées em sistemas de cromatogra-
fias de fase reversa (RP-HPLC) e de exclu-
sdo molecular (HPSEC) e por trocas cationi-
cas e de exclusdo molecular, usando o sis-
tema AKTA.

OBJETIVOS

Purificar e caracterizar a tireotrofina humana
(hTSH) expressas em células Expi293F™
cultivadas em suspensao.

166

METODOLOGIA

O r-hTSH secretado no meio condicionado
foi purificado utilizando técnicas cromatogra-
ficas com duas resinas em diferentes etapas:
a primeira, com a resina de troca catibnica
SP-Sepharose Fast Flow, e a segunda
etapa, uma resina de gel filtracado Sephacryl
S100 empacotadas em colunas de vidro O
meio condicionado, antes de entrar na co-
luna, foi dialisado pelo sistema de filtragao
tangencial TFF (Tangencial Flow Filtration,
Merck, Tullagreen, CO, Irlanda), utilizando o
tampao acetato de sédio 20 mM pH 8,0 ajus-
tado para 5,0. Para purificacio foi utilizado o
equipamento AKTA Purifier (GE Healthcare,
LC, Inglaterra). Para purificagéo por troca ca-
tionica, os frascos contendo o hTSH (#45-67)
foram coletados e concentrados de 154 mL
para 19 mL utilizando o sistema de filtracao
tangencial TFF, sendo armazenado a -80 °C.
Aliquota de 500 uL a partir do pool dessa pu-
rificacdo foi reservada para analises em
HPSEC e RP-HPLC. Apds concentrar o pro-
duto purificado para 19 mL utilizando o sis-
tema TFF, a proteina foi submetida a etapa
de purificagado por gel filtragdo. As fragbes
contendo o hTSH (#3-23) foram coletadas e
concentradas de 40 mL para 2 mL no sis-
tema Amicon® Ultra — 15 Centrifugal Filters
Ultracel® 10K (Merck, Tullagreen, CO, Ir-
landa), por rotacdo em centrifuga a 4 °C e
1500 g por 20 minutos. As analises foram fei-
tas e quantificadas em RP-HPLC e HPSEC.

RESULTADOS

A purificagao por troca catiénica usando a re-
sina SP-Sepharose FF foi realizada partindo
de 120 mL de meio condicionado dialisado
(Figura 1). As fragcdes coletadas e



armazenadas foram reservadas para anali-
ses em RP-HPLC e HPSEC. A partir da pri-
meira etapa de purificacdo, podemos obser-
var mediante os cromatogramas (Figura 1)
que um perfil de glicosilagdo do r-hTSH de-
sapareceu, quando submetido a RP-HPLC.
Duas isoformas principais se mantem no
tempo de retencao préximo ao do padrao ob-
tido em CHO. Com a analise em HPSEC, po-
demos afirmar que o produto analisado € o r-
hTSH, pois o tempo de retengao entre o pa-
drdo e o r-hTSH obtido em HEK293 sao si-
milares.
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Figura 1 - Cromatogramas analiticos da purifica-
¢ao por troca catidnica. (A): RP-HPLC Thyro-
gen® 5 pg/5uL; (B): RP-HPLC r-hTSH HEK293F
apos SP-Sepharose concentrado para 19 mL (30
ML), (C): HPSEC Thyrogen® 5 ug/5uL; (D):
HPSEC r-hTSH HEK293F apds SP-Sepharose
concentrado para 19 mL (30 pL).

O resultado obtido apds a primeira etapa de
purificacdo demonstrou que ainda havia im-
purezas na solucdo contendo o TSH. Por
isso, foi introduzida uma outra etapa de puri-
ficacdo mediante uma resina de gel filtragéo.
As fragdes coletadas correspondentes ao
TSH apresentaram alto nivel de pureza,
quando analisada em RP-HPLC e HPSEC,
superior a 95%. Contudo, as duas formas gli-
cosiladas do TSH ainda sao encontradas (Fi-
gura 2)
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Figura 2: Cromatogramas referente a purificagdo do r-
hTSH por exclusao molecular apés a etapa de purifi-
cagao por troca catiénica. (A): RP-HPLC Thyrogen 5
pg/5uL;  (B): RP-HPLC r-hTSH HEK293F apds
Sephacryl (5 pL); (C): HPSEC Thyrogen 5 pg/5uL;
(D): HPSEC r-hTSH HEK293F apos Sephacryl (5 pL).

CONCLUSOES

Foi possivel determinar a efetividade do sis-
tema de cultura em suspensao de células
HEK293F assim como sua purificagdo em
apenas duas etapas. A ordem de expressao
de 50 pg/mL possibilitou que, com apenas
quatro producgdes, fossem alcancadas em
torno de 5 mg de proteina em 120 mL de
meio condicionado. Dado o baixo volume de
meio condicionado, as etapas de purificacao
do produto foram reduzidas, diminuindo
custo, tempo e risco de degradacgao proteica.
A partir dos dados obtidos, analises de N-gli-
cosilagcédo estdo sendo realizadas para com-
paracao entre as formas pituitaria e comer-
cial Thyrogen® (Genzyme, MA, EUA).
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