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INTRODUGAO

O grupo de pesquisa dos Horménios
Hipofisarios do Centro de Biotecnologia
(CEBIO) do IPEN, possui uma valiosa
experiéncia na expressdo e caracterizagao
de horménios hipofisarios em células de
mamiferos, tais como: células de ovario de
Hamster Chinés (CHO) e células de rim de
embrido humano (HEK293) [1-3]. A
tireotrofina humana (hTSH) € um horménio
heterodimérico, formado por duas
subunidades (a e B) ndo covalentemente
ligadas. O hTSH promove um papel
fundamental na regulacdo da atividade
metabolica das células da tireoide (captacao
do lodo), bem como no crescimento da
glandula e sintese e secrecdo dos
horménios tireoidianos (Triiodonina-T3 e
Tetraiodonina-T4) [4].

OBJETIVO

Expressdo e caracterizaggo do hTSH
produzido em células CHO cultivadas em
suspensao.

METODOLOGIA

Os plasmideos contendo as subunidades a
ou B do hTSH, foram previamente
construidos no nosso laboratorio utilizando o
vetor pcDNA 3.4 TOPO®. Para realizar a
transfeccao transiente foi utilizada uma
solugédo contendo 12 ug de cada plasmideo
e 74 puyL de agente transfectante
ExpiFectamineT'\’I para transfectar 1,5 x 108
células ExpiCHO-S™, em 24 mL de meio
ExpiCHOTM Expression Medium, em um
erlenmeyer de 125 mL. No decorrer de 16
horas da transfeccdo, foram adicionados
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150 yL de enhancer e 6 mL de Feed. A
cultura foi mantida por 8 dias, em
incubadora a 37 °C, com 8% de CO, e sob
agitacdo orbital de 120 rpm. Foram
coletadas aliquotas de todos os dias da
producdo. As aliquotas foram armazenadas
a -40°C para posterior -caracterizagio.
Foram realizadas analises por eletroforese
em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE)
em condicdo nao-reduzida e reduzida; e
analise em cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa (RP-HPLC). O
hTSH expresso em células ExpiCHO™ foi
comparado com o hTSH produzido por
células Expi293FT'\’I e o produto comercial

também derivado de células CHO
(Thyrogen®, Genzyme).

RESULTADOS

As aliquotas coletadas do  meio

condicionado foram analisadas em gel de
poliacrilamida 15% (SDS-PAGE) (Figura
1A), nota-se o aumento da intensidade da
banda referente ao hTSH (28-30 kDa) no
decorrer da producdo. E possivel notar
também que o meio condicionado das
células ExpiCHO-S™ apresenta pouca
impureza. Para confirmacdo da natureza
heterodimérica do hTSH foi realizada uma
SDS-PAGE em condigdes redutoras,
comparando o padréo comercial Thyrogen®,
uma preparagdo interna de hTSH
recombinante e amostras do meio
condicionado do 3° dia da produgédo de
hTSH em células Expi293FT'VI e em células
ExpiCHO-S™. Devido ao agente redutor foi
possivel identificar em todas as amostras a
diminuicdo da banda referente a proteina
heterodimérica e o surgimento de duas
outras  bandas  correspondentes  as



subunidades B-hTSH e
respectivamente (Figura 1B).
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Figura 1:A) SDS-PAGE do meio condicionado das células
ExpiCHO-S™: MM) Marcador de massa molecular; 1)
padrao comercial de hTSH (Thyrogen®, Genzyme); 2-9)
aliquotas dos dias 1 a 8 ap6s transfecgéo,
respectivamente. B) SDS-PAGE em condigdes néo
redutoras e redutodas das diferentes preparagdes de
hTSH recombinante: MM) Marcador de massa molecular;
1) padrao comercial de hTSH (Thyrogen®, Genzyme) nao
reduzido; 2) padrio comercial de hTSH (Thyrogen®,
Genzyme) reduzido;3) padrdo interno hTSH-IPEN no
reduzido; 4) padréo interno hTSH-IPEN reduzido; 5) meio
condicionado Expi293F™, ndo reduzido, 6) meio
condicionado Expi293F™, reduzido; 7) meio condicionado
ExpiCHO-S™ nao reduzido; 6) meio condicionado
ExpiCHO-SF™, reduzido.

A fracdo coletada no 8° dia de producgao foi
analisada em RP-HPLC. O pico de interesse
possui tempo de retencdo semelhante ao do
hTSH referéncia Genzyme®. Os diferentes
picos podem estar associados com
possiveis isoformas do hTSH e, além disso,
como as subunidades (a e ) séo
transfectadas em plasmideos separados, &
possivel que tenham sido expressas
isoladamente ou formando homodimeros
(Figura 2).
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Figura 2: Cromatografia do meio condicionado do 8° dia
de produgdo do hTSH em células ExpiCHO-S™: A)
referéncia comercial de hTSH (Thyrogen®, Genzyme); B)
Amostra do meio condicionado do 8° dia.

Com base em trés produgdes de 30 mL
cada, obtivemos um valor médio de 27
pMg/mL de hTSH, aproximadamente 2,4 mg
nde hTSH. Vale ressaltar que foram

transfectadas o dobro de células em relacao
ao sistema Expi293F; e a quantidade de
DNA (24 ug) utilizada também €& menor em
relagédo a utilizada no sistema Expi293F (30

Hg).
CONCLUSOES

A expressdo transiente em células
ExpiCHO-ST'VI cultivadas em suspenséo foi
eficiente na expressdo do hormbénio hTSH.
Esses sdo os primeiros dados relatando a
expressdo de hTSH em células CHO
cultivadas em suspensao.
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