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EXPRESSAO ESTAVEL DE TIREOTROFINA HUMANA (r-hTSH) EM
CELULAS DE MAMIFERO (CHO) QUE EXPRESSAM 0.2,6-
SIALILTRANSFERASE

Renata Damiani

RESUMO

Uma linhagem celular de CHO, previamente modificada geneticamente
pela introdugdo de cDNA da a2,6 sialiltransferase de rato, gerou, pela primeira
vez, um hTSH recombinante com sialilagdo humanizada (hlsr-hTSH), mais
similar ao hormdnio nativo, com 61% de ligacdo de 4&acido sidlico na
conformagao 02,3 e 39%, na conformagdo a2,6. O clone mais produtivo,
quando submetido a amplificagao génica com 8 uM de metotrexato, apresentou
um nivel de secregcédo de aproximadamente 2 ug de hTSH/10° células/dia, nivel
este util para a purificagcdo e caracterizacdo do produto. A massa molecular
relativa do heterodimero e das subunidades a e B do hisr-nTSH purificado,
determinada por espectrometria de massa MALDI-TOF, e a hidrofobicidade
relativa, determinada por RP-HPLC, ndo apresentaram diferengas significativas
com relagao as preparacdes de hTSH recombinante derivadas de células CHO
sem a modificagdo devida ao gene da a2,6 sialiltransferase. Entretanto,
algumas diferengas foram observadas na composi¢cao dos N-glicanos, com
mais estruturas tri- e tetra-sialiladas no hlsr-hTSH. O hisr-hTSH mostrou-se
equipotente (p>0,05) a preparagdo comercial de r-hTSH (Thyrogen) e 1,5
vezes mais potente do que a preparagao nativa de hTSH (p<0,001), quando
analisado por um bioensaio in vivo baseado na capacidade do TSH de

estimular a liberacéo de T4,



STABLE EXPRESSION OF HUMAN THYROTROPIN (hTSH) IN MAMMALIAN
CELLS (CHO) EXPRESSING 02,6 SIALYLTRANSFERASE

Renata Damiani

ABSTRACT

A CHO cell line, previously genetically modified by the introduction of rat
a2,6-sialyltransferase cDNA, generated for the first time a human-like sialylated
recombinant hTSH (hisr-hTSH) more similar to the native hormone, with 61% of
a2,3- and 39% of a2,6-linked sialic acid residues. The best clone, when
submitted to gene amplification with up to 8 uM methotrexate, presented a
secretion level of ~2 ug hTSH/10° cells/day, useful for product purification and
characterization. The relative molecular masses (M) of the heterodimer and of
the a- and B-subunits of purified hisr-hnTSH, determined by MALDI-TOF mass
spectrometry, and the relative hydrophobicities, determined by RP-HPLC, were
not remarkably different from those presented by two r-hTSH preparations
secreted by normal CHO cells. Some differences were observed, though, in N-
glycan composition, with more tri- and much more tetra-sialylated structures in
hisr-hTSH. When analyzed via an in vivo bioassay based on hTSH-induced T4
release in mice, hlsr-hTSH was shown to be equipotent (p > 0.05) with the
commercial preparation of r-nTSH (Thyrogen), and 1.5-fold more potent than
native hTSH (p < 0.001).
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1. INTRODUGCAO

Muitas glicoproteinas recombinantes tém sido desenvolvidas visando o uso
em humanos e a célula mais utilizada para tal é a célula de ovario de hamster
chinés (CHO). Esta linhagem celular € amplamente empregada principalmente
por ser de facil e eficiente cultivo, além de expressar um alto nivel do transgene.
Além disso, os glicanos encontrados nas glicoproteinas derivadas desta linhagem
celular sao relativamente similares, tanto na estrutura quanto na composi¢ao, aos
de glicoproteinas humanas (Gooche, 1991; Jenkins, 1994; Bragonzi, 2000; Ribela,
2003; Jeong, 2008).

Um aspecto importante na producao de glicoproteinas com potencial uso
terapéutico é a sua glicosilagcao e heterogeneidade de glicoformas. As cadeias de
carboidratos na proteina podem afetar sua solubilidade, susceptibilidade a
protease, sua antigenicidade, o “folding” estrutural, a bioatividade e especialmente
a sua depuragao in vivo que modula os niveis circulatérios da glicoproteina
(Gooche, 1992; Helton, 1994; Szkudlinski, 2000).

A glicosilagdo € uma modificagdo pds-traducional, sendo um processo de
multiplas etapas envolvendo centenas de enzimas. Os oligossacarideos
basicamente podem estar ligados covalentemente a um residuo de asparagina
(Asn) (glicosilagao-N) ou a serina (Ser) ou treonina (Thr) (glicosilagdo-0O).

Os N-glicanos apresentam um nucleo pentassacarideo, que consiste de
dois residuos de N-acetilglucosamina (GIcNAc) e trés residuos de manose (Man),
ligado a um residuo de asparagina de uma sequéncia de aminoacidos (“sequon” -
Asn-x-Ser/Thr, onde x pode ser qualquer aminoacido com exceg¢ao da prolina)

(Figura 1).
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Figura 1 Nucleo pentassacarideo de um N-glicano (Butler, 2006)

No processo de biossintese in vivo, os carboidratos sdo primeiramente
ligados a um lipideo de cadeia longa (dolicol fosfato) e entao transferidos a cadeia
polipeptidica nascente, sendo esta transferéncia catalisada pela enzima
oligossacariltransferase (Gooche, 1992; Butler, 2006; Molinari, 2007). Isto ocorre
no reticulo endoplasmatico. A estrutura oligossacaridica ligada ao dolicol fosfato
compreende trés residuos de glicose (Glc), nove residuos de manose (Man) e

dois residuos de N-acetilglucosamina (GIcNAc) (Figura 2).

.
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Figura 2 Precursor de N-glicano aderido a um dolicol doador (Butler,
2006)

Subsequentemente ocorre uma série de reacbes catalisadas por

exoglicosidases, principalmente pelas enzimas glicosidases e manosidases



existentes na membrana do reticulo endoplasmatico. A primeira etapa € realizada
pela enzima a1,2 glucosidase (Gluc 1) que remove um terminal glicose.
Posteriormente, ocorre a remogéo dos outros dois residuos de glicose pela agao
da enzima a1,3 glucosidase Il (Gluc Il) e de um residuo de manose pela
manosidase | (Ellgaard, 2003). O processamento dos oligossacarideos continua
no complexo de Golgi, catalisado por diferentes exoglicosidases e
glicosiltransferases, com adi¢gdo sequencial de monossacarideos, tais como
galactose, N-acetilglucosamina, fucose e 4&acido sialico, levando assim as
estruturas complexas e definitivas dos carboidratos (Baenziger, 1988; Green,

1988). Na Figura 3 estdo esquematizados estes processos.
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Figura 3 Vias de glicosilagao de um N-glicano (Butler, 2006)

Estas reagbes das transferases no complexo de Golgi, nem sempre
ocorrem de forma completa, o que acaba por gerar uma heterogeneidade nas
estruturas finais. Tal heterogeneidade fica evidente ao observarmos o nivel
variavel de antenas (2 a 4) nessas estruturas oligossacaridicas. Além disso, pode
haver adi¢cao de residuos de acido sialico na posi¢cao terminal da antena, adicao
de um residuo de fucose na regiao inicial do nucleo, o que pode refletir um
processo incompleto no complexo de Golgi (Butler, 2006).

Com base na natureza e na localizagdo dos residuos de agucares

adicionados ao nucleo pentassacarideo, os glicanos podem ser classificados em



trés subgrupos: os glicanos do tipo alta manose, nos quais ha a ligacdo de
multiplos residuos de manose a estrutura do nucleo; glicanos do tipo complexo,
onde existe a ligacédo de residuos de N-acetilglucosamina na regidao da antena e
glicanos do tipo hibrido, que contem ambos os residuos, manose e N-

acetilglucosamina, ligados ao nucleo (Figura 4).

N @ i 4 0]
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Alta manose Complexo Hibrido

{@)Manose, (H) N-acetilglucosamina, {<) Fucose , (®) Galactose e (&) Acido sialico

Figura 4 Tipos de N-glicanos (Morelle, 2006).

Devido a complexa estrutura das glicoproteinas, a sua sintese s6 pode ser
obtida em sistemas de células eucariotas. Entre os sistemas eucariontes,
leveduras e plantas s&o incapazes de realizar glicosilagdo complexa como a dos
mamiferos. Em eucariontes inferiores como leveduras (pichia pastoris ou
sacharomyces, por exemplo), estruturas do tipo alta manose sao liberadas como
produto final da glicosilagdo. Nestes sistemas, estruturas hibridas também podem
ser encontradas. No caso de células de insetos, existe a producdo de
oligossacarideos truncados e estruturas terminadas em manose. Ja em células de
mamiferos, estruturas do tipo alta manose sao produzidas como uma etapa
intermediaria da formacdo de estruturas complexas (Ribela, 2003; Betenbaugh,
2005; Butler, 2006; Molinari, 2007).

Portanto, a escolha da célula hospedeira € fundamental para o perfil de
glicosilagdo das glicoproteinas (Rudd, 1997; Raju, 2000; Butler, 2006). A
composicao de oligossacarideos aderidos a uma proteina € definida n&o so pela
estrutura da proteina e pelos eventos pds-traducionais que ocorrem no reticulo
endoplasmatico e no complexo de Golgi, mas também pelas condigdes do cultivo
celular e pelo ambiente extracelular aos quais as células produtoras da
glicoproteina estdo submetidas. De fato, Jenkins e colaboradores (1996) reportam
uma piora na glicosilagdo decorrente do excesso de produtos metabdlicos no

meio de cultura de células produtoras de glicoproteinas recombinantes, como por



exemplo 0 aumento da concentragdo de amdbnia no meio de cultura diminui a
atividade das silaliltransferases presentes no complexo de Golgi.

A glicoproteina objeto do presente estudo € a tireotrofina. A tireotrofina
humana (hTSH) é um horménio pertencente a familia dos hormdnios
glicoprotéicos, da qual fazem parte também a foliculotrofina (FSH), luteotrofina
(LH) e a gonadotrofina coribnica (CG). Sao horménios heterodiméricos,
consistindo de duas subunidades ligadas n&o covalentemente, a subunidade a
comum a todos os glicohorménios e a subunidade [ uUnica, que confere a
especificidade biolégica de cada hormdnio (Latif, 2001).

A subunidade a é composta por 92 aminoacidos incluindo 10 residuos de
cisteina ligadas por pontes dissulfeto. Esta subunidade & codificada por um unico
gene, localizado no cromossomo 6 em humanos, apresentando 4 exons e 3
introns, e sua sequéncia de aminoacidos € comum aos quatro glicohormdnios
(Fiddes, 1981; Grossmann, 1997, Szkudlinski, 2002). Ja os oligossacarideos de
ligagdo N das cadeias a dos quatro horménios apresentam diferengas
(Amoresano, 1996). O gene da subunidade B dos diferentes glicohorménios difere
no tamanho, organizagao estrutural e localizagdo cromossomal. No caso do TSH,
0 gene da subunidade B esta localizado no cromossomo 1 (Dracopoli, 1986).
Muito embora exista cerca de 80% de analogia entre as subunidades [ dos
horménios glicoprotéicos, ela é distinta o suficiente para ter uma alta
especificidade ao seu respectivo receptor (Pierce, 1981).

O TSH ¢ proteina chave para o controle das fungbes da tiredide, controle
este que acontece apds sua interagdo com a proteina G acoplada ao seu receptor
(TSHR). E um horménio sintetizado pelas células baséfilas (tireotropos) da
hipofise anterior, sendo sua sintese estimulada pelo hormoénio liberador da
tireotrofina (TRH) e inibida pelos hormbnios da tiredide (T3 € T4), em um classico
mecanismo de feedback negativo. Além do controle das fun¢des tireoideanas, o
TSH esta também envolvido na diferenciagdo morfoldgica das células da tiredide,
na producado e liberacdo de iodotironinas, na promocdo do crescimento da
glandula, além de atuar protegendo as células tireoideanas da apoptose e ocupar
um papel fundamental na ontogenia (Szkudilinski, 2002).

Este horménio tem um grande interesse clinico, tanto em aplicagdes
diagndsticas como terapéuticas e tem sido amplamente utilizado para avaliagéo

clinica da funcéo tireoideana, para melhorar a qualidade e interpretacao de testes



para a tiredide realizados em medicina nuclear, no tratamento de bdcio
multinodular e de outras patologias e principalmente no diagnodstico e tratamento
do cancer de tiredide (Haugen, 1999; Luster, 2006).

No campo diagnostico in vitro, o advento de imunoensaios ultra-sensiveis
possibilitou o uso destes em testes primarios da fungdo tireoideana, sendo a
determinacao de TSH de fundamental importancia na rotina de analises clinicas
ligadas a fisio-patologia da tiredide e no programa de screening do hipotireoidismo
neonatal (Hay,1991; Ribela, 1996; Peroni,1997). Estas e outras importantes
aplicagbes do hTSH recombinante sdo apresentadas na Tabela 1
(Szkudlinski,2002; Emerson, 2003).

Tabela 1- Aplicagoes do rec-hTSH

e Avaliacéo clinica da funcéo tireoideana
Diagndstico de hipotireoidismo
Diagndstico diferencial de hipotireoidismo primario e secundario
Diagnostico da diminuigdo da reserva tireoideana

e Seguimento de cancer de tiredide (uso indicado e aprovado pelo
FDA*)
Estimulo para teste de tireoglobulina e mapeamento de corpo inteiro

e Tratamento de cancer da tiredide (uso indicado e aprovado pelo FDA¥)
Estimulo para ablagdo com radioiodo

e Avaliacao da estrutura-funcao da tiredide
Estudo da funcao do receptor do TSH
Estudo das proteinas da tiredide e iodotironinas

¢ Mapeamento da tiredide
Melhoramento da qualidade do mapeamento da tiredide e de sua
interpretacéo

e Tratamento com radioiodo
Tratamento de tireotoxicoses e de bocio

e Preparacao de reagentes de imunoensaios (padroes e tragadores)

e Testes laboratoriais de bioatividade de TSH

* FDA — Food and Drug Administration




A sintese, purificacdo e caracterizacdo do rec-hTSH foi pela primeira vez
descrita por Cole e colaboradores (1993a) que desenvolveram uma linhagem de
células CHO DHFR™ capazes de expressar altos niveis de hTSH recombinante.
Para tanto, eles utilizaram dois vetores, sendo um para a subunidade q, ligada ao
gene da diidrofolato redutase (DHFR), um marcador génico amplificavel, e um
para a subunidade B, sem marcador génico. Apés um processo de amplificagao
génica, obtiveram niveis de expressao da ordem de 4,5 ug/10° células/dia.

Usando também células CHO DHFR’, Hussain e colaboradores (1996)
utilizaram praticamente a mesma estratégia de transfecgdo, a unica diferencga
sendo que o gene da subunidade B estava ligado a um marcador génico nao
amplificavel, que confere resisténcia a neomicina (neo). Utilizando perfusdo em
hollow-fiber, atingiram niveis de 10-14 pyg de hTSH/mL.

Grossmann e colaboradores (1997), utilizando um sistema de baculovirus,
obtiveram um TSH biologicamente ativo, apds produzirem virus recombinantes
capazes de expressar as subunidades a e [ individualmente. Apds co-infectar
células de insetos com tais virus, obtiveram niveis de expressao de TSH da
ordem de 1ug/mL. Porém este produto ndo foi utilizado in vivo, sendo destinado
apenas a estudos relacionados a estrutura-funcdo do TSH, uma vez que TSH
derivado de células de inseto apresenta uma baixa atividade in vivo, bem como
estrutura de carboidratos diferente daquela das células de mamiferos.

Por fim, Peroni e colaboradores (2002) estabeleceram também uma
linhagem de células CHO DHFR™ que expressa hTSH, utilizando uma estratégia
similar a empregada por Cole e colaboradores (1993a) e com vetores
dicistrénicos. Utilizando esta estratégia obtiveram niveis de TSH da ordem de 7,2
ug/10° células/dia.

A massa molecular do hTSH varia em torno de 28-30 kDa (Mendonga,
2005). Diferengas na massa molecular do hTSH podem acontecer devido a
heterogeneidade nas cadeias de carboidratos. As por¢des de carboidratos, no
caso do hTSH, correspondem a cerca de 15 a 35% do seu peso. A subunidade a
do hTSH apresenta duas cadeias oligossacaridicas ligadas a asparagina e a
subunidade B possui apenas uma.

Em proteinas heterdlogas, as por¢cdes de carboidratos aderidas pés-
traducionalmente, frequentemente diferem das por¢cbées de carboidratos

encontradas em proteinas expressas em suas células hospedeiras naturais. Por



exemplo, os oligossacarideos do TSH de origem hipofisaria apresentam, ligados
ao residuo de N-acetilgalactosamina (GalNAc), um residuo de sulfato (Baenziger,
1994). Ja no TSH recombinante derivado de células CHO néo existe cadeias
oligossacaridicas terminadas em sulfato, uma vez que estas células ndo possuem
N-acetilgalactosamina transferase e sulfatotransferases, responsaveis pela
ligacdo de GalNAc e pela sulfatagdo da GalNAc respectivamente (Szkudlinski,
1995).

Na Figura 5 € mostrado um esquema das terminagdes das cadeias de TSH
de diferentes origens. Os carboidratos do TSH bovino (bTSH) apresentam,
ocupando a posicdao terminal, residuos de N-acetilgalactosamina-sulfato,
enquanto que os do TSH humano de origem hipofisaria (pit-hTSH) terminam em
N-acetilgalactosamina-sulfato e galactose-acido sidlico. No caso do hTSH
recombinante derivado de células CHO (rec-hTSH), os carboidratos terminam em
galactose-acido sialico, enquanto os do rec-hTSH derivado de células de inseto

terminam em manose.
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Figura 5 Diferentes estruturas de carboidrato de TSH de diferentes
origens (Szkudlinski, 2002)

Estas diferengas no tipo de estruturas de carboidratos encontradas em
diferentes células podem afetar de forma drastica a atividade bioldgica in vivo e in

vitro da proteina. De fato, Grossmann e colaboradores (1997) constataram que



um hTSH derivado de células de inseto apresentou uma atividade in vitro que era
cerca de cinco vezes maior do que a atividade encontrada para o hTSH derivado
de células CHO. Ao contrario, sua atividade in vivo foi substancialmente menor.
Isso se deve a rapida depuracdo metabdlica desta preparacdo, que ocorre em
virtude dos receptores hepaticos assialoglicoprotéicos e macrofagos
reconhecerem e promoverem a rapida depuragao metabdlica de estruturas que
terminam em manose, N-acetilglucosamina (GIcNAc) e galactose (Gal) (Gooche,
1991). J& as glicoproteinas terminadas em acido sialico permanecem por mais
tempo na circulagéo.

Tem sido demonstrado na literatura que os residuos de acido sialico
possuem importante papel na determinacdo do polimorfismo dos carboidratos e
consequentemente da atividade bioldgica e farmacologica do hTSH. Mecanismos
de depuragdo metabdlica in vivo sado altamente afetados pela composigéo
terminal dos carboidratos, sendo a taxa de depuragao inversamente proporcional
ao grau de sialilagdo (Thotakura, 1992; Thotakura, 1995; Grossmann, 1997;
Szkudlinski, 2002). Sendo assim, preparagdes com baixo teor de acido sialico
permanecem um tempo menor na circulagdo comparadas aquelas com maior teor
de acido sialico. Também foi demonstrado que a atividade bioldgica intrinseca (in
vitro) €& inversamente proporcional ao grau de sialilagdo (Canonne, 1995;
Grossmann, 1997). Para a atividade bioldgica in vivo foram demonstradas
também diferengas consideraveis em funcdo do conteudo de acido sialico, maior
atividade bioldgica tendo sido encontrada em preparagdes com maior teor de
acido sialico (Szkudlinski, 1993; Grossmann, 1997). Segundo Szkudilinski e
colaboradores (1993, 2002) o acido sialico também é determinante na definigdo
do perfil de isoformas encontradas em uma glicoproteina. De fato, ao estudarem
preparagdes recombinantes de hTSH com niveis diferentes de acido sialico, estes
autores observaram que enquanto varias bandas apareceram na regido de 5,5 a
7,1 para uma determinada preparacéo, apenas uma unica isoforma foi detectada
quando 99% do conteudo de acido sidlico desta preparacao foi removido.

O termo acido sialico descreve uma grande familia de residuos de
carboidratos estruturalmente diferentes compostos de 9 carbonos (Figura GA).
Ocupa posigao terminal nas cadeias de carboidratos N-ligados e O-ligados de
glicoproteinas derivadas de células de mamiferos e sao constituintes de varias

glicoproteinas de importancia biolégica como, por exemplo, da tireotrofina, da
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foliculotrofina, da luteotrofina, da gonadotrofina coriénica (Traving, 1998; Angata,
2002; Byrne, 2007).

Dentre as caracteristicas estruturais do acido sialico destacam-se o grupo
amino no carbono 5 e o grupo carboxil do carbono 1. S&o estes grupos que
conferem a molécula sua carga negativa e o caracteriza como um forte acido
organico (Traving, 1998).

Existem cerca de 50 analogos naturais de acido sialico, que resultam de
modificagdes no seu esqueleto, como por exemplo, a introdugédo no grupamento
hidroxila de grupos sulfato, metil ou fosfato. A substituigdo mais comum ocorre no
C-5 e o0 grupamento amino normalmente € acetilado. (Byrne, 2007).

Em células de mamiferos, os acidos sialicos mais comuns s&o o acido N-
acetil-neuraminico (Neu5Ac) e o acido N-glicolil-neuraminico (Neu5Gc), sendo
que em células humanas so6 o primeiro esta presente (Chou, 1998).

A diversidade estrutural dos acidos sialicos resulta ndo apenas da natureza
de monossacarideos como também da sua ligag&do a outros agucares, que ocorre
em trés configuragdes principais: 02,3, a2,6 e a2,8 (Figuras 6B, C e D). A ultima
forma existe em poucas glicoproteinas, por exemplo expressas em tecido neural
(Ulloa, 2001). O processo de sialilagcdo envolve a adigdao de um substrato doador
(citidina monofosfato (CMP)-acido sialico) a um carboidrato aceptor (Gal-GIcNAc-
Man-R), via uma reacdo enzimatica catalisada por uma sialiltransferase e
realizada no Complexo de Golgi. Os residuos de acido sidlico que estao
presentes nas glicoproteinas cujas cadeias de carboidratos estdo ligados a
asparagina (N-ligadas), séo ligados a posi¢céo 3 ou 6 da galactose. O acido sialico
com ligagdo a2,3 a galactose da cadeia Gal-GIcNAc-Man-R é encontrado em
glicoproteinas sintetizadas em células CHO e em células humanas, enquanto
acido sialico ligado em a2,6 é encontrado apenas em glicoproteinas humanas
(Lee, 1989; Svensson, 1990, Bergwerff, 1993).



Derivative

Neu
NeubSAc
Neu5Gc

KDN

-NH

2

R1 group

(amino)

-N HGOCH3 (acylamino)

-NHCOCH,OH  (glycolyl)

-OH

(hydroxyl)

«0-(2,3) Galactose

< 0-(2,6) Galactose

<« 0-(2,8) Polysialic acid

11

Figura 6 (A) Estrutura quimica do acido sialico e seus analogos mais

comuns (B) Acido sialico ligado na posicdo 02,3 (C) Acido sialico ligado na

posicdo a2,6 e (D) Acido sialico ligado na posigdo a2,8 (Byrne, 2007)



12

A principal funcdo do acido sialico esta relacionada ao reconhecimento
molecular e celular e, devido a sua carga negativa, esta envolvido no transporte
de moléculas carregadas positivamente e no fenbmeno de atragdo e repulsédo de
células e moléculas. Além disso, o sistema imune é capaz de reconhecer
estruturas como “propria” ou “n&o proépria”, de acordo com o padrao de sialilacdo
(Traving, 1998; Takashima, 2008; Bork, 2009).

Quando uma glicoproteina é administrada a um paciente, ela pode ser
objeto de uma série de respostas geradas pelo hospedeiro, como por exemplo,
denaturagao acida no trato gastrointestinal ou clivagem pelas enzimas hepaticas e
renais. Além disso, as glicoproteinas recombinantes podem estimular o sistema
imunoldgico e serem reconhecidas por anticorpos, resultando em uma prematura
remogao destas glicoproteinas da circulagdo. (Byrne, 2007, Bork, 2009). Uma
alternativa para aumentar a meia vida circulatéria das glicoproteinas
recombinantes e diminuir sua antigenicidade é aumentar sua sialialagdo, através
da adicdo de residuos adicionais de acido sialico, ou modificar a estrutura dos N-
glicanos (Grabenhorst, 1999; Byrne, 2007; Lim, 2008).

Fukuta e colaboradores (2000), promoveram uma modificagdo nas
estruturas das cadeias de carboidratos presentes no interferon y derivados de
células CHO, mediada pela expressao da enzima N-acetilglucosaminiltransferase
(GnT-1V), que promove a ligagao de residuos de N-acetilglucosamina a manose,
na conformagao a1,3 e da enzima N-acetilglucosaminiltransferase (GnT-V) que
promove, por sua vez, a ligacao de residuos de N-acetilglucosamina a manose na
conformacao a1,6. Eles esperavam que utilizando estas duas enzimas fossem
formadas estruturas de carboidratos multiantenarias e que, por consequéncia,
houvesse uma maior sialilagdo destas estruturas. Entretanto, a super expressao
destas duas enzimas por si sO, acarretou uma baixa sialilagdo, ou seja, embora
tenha havido a formacao de cadeias de carboidratos multiantenarias, a sialialagao
foi incompleta. Santell e colaboradores (1999) também reportaram sialilagao
incompleta em glicoproteinas derivadas de células CHO, principalmente, quando
estas células foram submetidas a condi¢des de alta produtividade. Todos estes
dados levam a crer que existe um processo de sialilagdo incompleto nas células
CHO, o que resulta em estruturas apresentando residuos de galactose exposta,
que geram uma rapida depuracdo metabdlica, mediada por receptores

assialoglicoprotéicos, presentes no figado, que reconhecem estes residuos de
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galactose desprotegidos e promovem a sua depuragao. (Cole, 1993 b; Szkudlinski
1993, Takamatsu, 2003).

Na tentativa de sintetizar glicoproteinas recombinantes com uma sialilacéo
mais proxima possivel aquela da proteina natural, varios grupos modificaram a
estrutura dos N-glicanos através da introducéo do gene da a2,6 sialiltransferase
(a2,6-ST) nas células hospedeiras, tornando possivel a ligagdo do acido sialico a
galactose na posicdo 02,6 (Monaco, 1996; Lamote, 1999). Escriva e
colaboradores (1995) afirmam que a conformagéo da proteina influencia a razéo
de ligacdo de acido sidlico nas posi¢coes 02,3 e a2,6. De fato, Grabenhost e
colaboradores (1995) estudaram duas proteinas (proteina B-trace e antitrombina
[Il) derivadas de células BHK previamente transfectadas com o gene da a2,6-ST e
constataram que, enquanto a proteina B-trace apresentava quantidades similares
de &cido sialico ligado na posicédo 02,3 e 02,6, a antitrombina Ill apresentava
quantidades muito baixas de acido sialico ligado na posi¢céo a2,6.

Monaco e colaboradores (1996) transfectaram, com um vetor contendo o
cDNA do gene da 02,6 sialiltransferase de rato, uma linhagem de células CHO
produtora de interferon-y. Obtiveram, entdo, uma proteina com 40% de ligagéo de
acido sidlico na posi¢ao 02,6 e 60% na posi¢gao 02,3 e um aumento de 56% no
conteudo de acido sialico, resultado que sugere que a expressao de uma
sialiltransferase extra pode aumentar o nivel geral de sialilagdo de uma
glicoproteina.

Fukuta e colaboradores (2000), utilizando células CHO transfectadas com o
gene da a2,6 sialiltransferase, expressaram interferon y com 83% de ligagado do
acido sialico na conformacgao a2,6. Este produto apresentou um aumento de 1,5
vezes no conteudo de acido sialico com relagéo ao produto derivado de células
CHO sem a introducédo da a2,6 sialiltransferase. Foi ainda observada uma maior
porcentagem de estruturas tri e tetra-antenarias e menor de estruturas di-
antenarias. Estes autores nao realizaram estudos relativos a atividade bioldgica e
a farmacocinética da proteina.

Bragonzi e colaboradores (2000), utilizando células CHO da linhagem DXB-
11 modificadas com o gene da a2,6 sialiltransferase, expressaram interferon
vy com 40,4% de ligagcéo de acido sialico na conformacéo 02,6 e com conteudo de

acido sialico similar ao do interferon y derivado de células CHO sem esta
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modificagdo. A fim de testar a atividade biolégica do INF y derivado das células
modificadas em comparagédo com o INF y derivado de células ndo modificadas, foi
realizado um ensaio utilizando células LoVo (células derivadas de carcinoma de
coélon), onde a regulagdo da expressdao do MHC classe Il foi monitorada. Nao
houve diferenga significativa na atividade bioldgica destas duas proteinas. Porém,
ao avaliar a taxa de depuracdo metabdlica dessas duas preparagdes de INF v,
observou-se que a preparacdo derivada da linhagem celular modificada
permaneceu mais tempo na circulacao dos animais.

Jassal e colaboradores (2001), estudaram os efeitos da introdugdo da
ligacao a2,6 no anticorpo FA243, um IgG3 mutado, onde houve a substituicao da
fenilalanina 243 por uma alanina. Esta proteina mutada foi escolhida por que o
IgG3 selvagem (sem a mutagdo) € muito pouco sialilado, enquanto seu mutante
apresenta um alto indice de sialilagdo. A razédo de ligagdo do acido sialico a2,6:
a2,3 no FA243 derivado de células CHO modificadas (FA-243-ST) foi de 0,9:1,0.
Analisando a capacidade desse anticorpo e do IgG3 de acionar a lise mediada por
complementos humanos, os autores verificaram que uma mesma lise foi induzida
por uma mesma concentracdo de FA243-ST e de IgG 3 selvagem. Sabe-se,
entretanto, que € necessaria uma concentragao 1,8 vezes maior de FA243 do que
de 1gG3 selvagem para gerar uma lise de 50%, o que sugere que a ligagdo a2,6
compensa qualquer efeito que a mutacéo possa causar no anticorpo.

Zhang e colaboradores (1998), analisando a atividade imunolégica de
eritropoietina no meio condicionado de células CHO com modificagdo para a a2,6
sialiltransferase e de células CHO sem a modificacdo, observaram uma maior
imunorreatividade na segunda, o que pode indicar que a modificacdo da célula
altera de alguma forma a eficiéncia secretéria destas células. Ao medir a atividade
bioldégica destas duas eritropoietinas os autores verificaram que a presenga do
acido sialico ligado a galactose na posicdo 02,6 causou um decréscimo da
reticulocitose que, porém, ndo foi significativamente diferente daquela observada
para a eritropoietina derivada de células CHO sem a modificagéo, sugerindo que
esta forma de sialilacdo n&o parece ser determinante para a bioatividade da
proteina.

Pelos varios trabalhos comentados nao esta claro até que ponto a

presenca da ligagdo de acido sidlico na conformacédo 02,6 em proteinas
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recombinantes produzidas por células CHO afeta a atividade bioldgica e a
farmacocinética destas proteinas. De maneira geral, entretanto, assume-se que a
modificagdo genética de linhagens celulares para que estas passem a ter uma
sialilagdo mais proxima da humana é mais vantajosa para a produgdo de
glicoproteinas recombinantes de importancia médica.

Pelo que € de nosso conhecimento ndo ha estudos descritos na literatura
sobre sialilagdo humanizada para a tireotrofina recombinante derivada de células
CHO.
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2. OBJETIVOS

A luz do acima exposto e considerando o alto valor clinico do hTSH e a
necessidade de se obter um biofarmaco o mais semelhante possivel a proteina

nativa, sdo objetivos do presente trabalho:

e Obtencédo de hTSH recombinante com acido sialico ligado a galactose nas
conformacgdes a2,3 e 02,6, em células CHO modificadas para produzir a2,6

sialiltransferase;

e Caracterizagdo do novo produto “humanizado” (hlsr-hTSH) com relacéo a
massa molecular relativa, hidrofobicidade, bioatividade in vivo, distribuicao
de isbmeros de cargas, estrutura dos carboidratos e tipo de ligacdo do
acido sialico e sua comparacdao com outras preparagdes recombinantes
derivadas de células CHO nao modificadas, e com preparacdes

hipofisarias.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Preparagoes hormonais utilizadas

hTSH de origem hipofisaria (p-hTSH NIDDK) produzido e fornecido pelo
“National Hormone and Pituitary Program” (Torrance, CA, EUA).

hTSH de origen hipofisaria (p-hTSH NOR), produzido e fornecido pelo Dr.
Peter A. Torjesen do “Aker University Hospital” (Oslo, Noruega).

hTSH derivado de células de ovario de Hamster Chinés (CHO)
(Thyrogen®), produzido por “Genzyme Corporation” (Cambridge, EUA) e
fornecido pela Collect (Sado Paulo, SP, Brazil).

hTSH derivado de células CHO, produzido no laboratério de Horménios do
Centro de Biotecnologia do IPEN-CNEN/SP (r-hTSH IPEN), a partir de
células CHO deficientes no gene da enzima diidrofolato redutase (DHFR),
(linhagem mutante DXB-11), co-transfectadas com vetores dicistronicos
(pEDdc-a e pEAdc-B-hTSH) e submetidas a amplificagcdo génica com
metotrexato (MTX) (Peroni, 2002)

3.1.2 Cultivo celular

3.1.2.1 Reagentes utilizados nos procedimentos de cultura celular

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

Bicarbonato de sédio p.a., Sinth (Sao Paulo, Brasil)

Dimetilssulféxido (DMSO), MERK (S&o Paulo, Brasil).

Geneticina (G418), Genetin®, GIBCO-BRL, (Gaithersburg, MD, EUA).
Gentamicina, Schering-Plougt (Rio de Janeiro, Brasil).

Meio CHO-S-SFM Il, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA).

Meio minimo essencial sem a presenga de nucleosideos (a-MEM), Gibco-
BRL (Gaithersburg, MD, EUA).

Metotrexato (MTX), Sigma (St. Louis, MO, EUA).
Penicilina-Estreptomicina, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA).

Soro fetal bovino dialisado (SFBd), Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA).
Tripsina, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA).
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3.1.2.2 Linhagens celulares

Células CHO mutantes DXB-11, deficientes no gene da enzima diidrofolato
redutase (DHFR"), transfectadas com os vetores pEDdc-ahTSH + pEAdc-
BhTSH.

Células CHO mutantes DXB-11, deficientes no gene da enzima DHFR e
transfectadas com o gene da enzima a2,6 sialiltransferase, chamadas de
“Universal Host” (CHO-UH), gentilmente cedidas pela Dra. Lucia Monaco

do San Raffaele Scientific Institute (Milano, Italia) (Monaco, 1996)

3.1.2.3 Material plastico estéril

Garrafas de 75 e 162 cm?, Corning Costar (NY, EUA).

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

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

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

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

3.1.3 Purificagao e analise do hlsr-hTSH

3.1.3.1 Colunas cromatograficas

a) Coluna de vidro utilizada em cromatografia classica
Coluna XK (20cm X 16mm DI), GE Healthcare (Buckinghamshire,

Inglaterra).

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

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

Coluna Cy4, 214 TP54 (25 cm X 4,6 mm D.l.), acoplada a pré-coluna 214
FSK 54 (5 um, 1,0cm X 4,6 mm D.l.), Vydac Separations Group (Hesperia,
CA, EUA), para HPLC de fase reversa analitica.
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e Coluna C4, 214 TP510 (25 cm X 10 mm D.l.), acoplada a pré-coluna 214
FSK 54 (5 um, 1,0cm X 4,6 mm D.l.), Vydac Separations Group (Hesperia,

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

3.1.3.2 Resinas cromatograficas

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

e Silica gel, grupo funcional Diol, tamanho das particulas 10 um e poros de
125 A, Tosohaas (Montgomeryville, PA, EUA), para HPLC de exclus&o
molecular.

e Silica com grupos de ligacao butil alifatico, tamanho das particulas 5 um e
diametro dos poros de 300 A, Vydac Separations Group (Hesperia, CA,
EUA) para HPLC de fase reversa.

3.1.3.3 Reagentes quimicos

e Acetonitrila grau HPLC, Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA).

e Acetato de sodio, Merck (S&o Paulo, Brasil).

e Acido acético, Labsynth (S&o Paulo, Brasil).

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

e Fosfato de s6dio monobasico p.a., Merck (S&o Paulo, Brasil).
e Fosfato de sodio bibasico p.a., Merck (Sao Paulo, Brasil).

¢ Metanol, grau HPLC, Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA).

3.1.4 Imunoensaios
3.1.4.1 Anticorpos

e Anticorpo monoclonal (mAB) anti hTSH (anticorpo de detecgao utilizado no
radioensaio), fornecido pelo Netria, North East Thames Region
Immunoassay Unit (Londres, Inglaterra).

¢ Anticorpo policlonal anti hTSH acoplado a celulose (anticorpo de captura,
fase solida), fornecido pelo Netria, North East Thames Region

Immunoassay Unit (Londres, Inglaterra).
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3.1.4.2 Reagentes para marcagao do anticorpo de detecgao

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

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

Metabissulfito de sédio, Carlo Erba (S&o Paulo, Brasil).

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

3.1.4.3 Outros reagentes

Azida sdodica, Sigma (St. Louis, EUA).

Controles de qualidade para imunoensaios baseados em sangue humano,
Lyphochek Immunoassay Plus control (1, 2, 3), Bio Rad (Invinu, CA, EUA).

Fosfato de sédio monobasico p.a., Merck (Sao Paulo, Brasil).

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

Soro albumina bovina (BSA) RIA Grade (fracao V), Sigma (St. Louis, EUA).
Tween 20, Sigma (St. Louis, EUA).

3.1.5 Ensaio biolégico

Camundongos machos da linhagem isogénica Balb-C, com peso de 22 -
30g, oriundos do Biotério de Criagdo e Manutengdo de Animais de
Laboratoério do IPEN/CNEN — SP.

Microtubos de homo-polimero, de 1,5mL, Axygen (Union City, CA, EUA).
Pipeta Pasteur de vidro, Corning (New York, EUA).

Sal de sédio de 3,3',5-triiodo-L-tironina (T3), Sigma (St. Louis, MO, EUA).
Sistema de radioimunoensaio para dosagem de tiroxina total (T4), RIA
Coat-A-Count® Total T4, Diagnostic Products Corporation (DPC) (Los
Angeles, CA, EUA).

3.1.6 Focalizagao isoelétrica

Acido acético p.a., Labsynth (Sdo Paulo, Brasil).
Acido fosférico p.a., Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA).
Anfolina, pH 3,5 - 9,5, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra)
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e Bisacrilamida, Merck (Sao Paulo, Brasil).

e Coomassie Brilliant Blue R 250, GE Healthcare (Buckinghamshire,
Inglaterra).

e Dodecil Sulfato de Sdédio (SDS), GE Healthcare (Buckinghamshire,
Inglaterra).

e Glicina, GE Healthcare (Buckinghamshire, Inglaterra).

e Hidroxido de sodio p.a., Merck (Sao Paulo, Brasil).

e Marcador para focalizagdo isoelétrica, pH 3,0 — 10, GE Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra).

e Membrana de PVDF (0,2 um), Sequi-Blot — Biorad (Hercules, CA, EUA).

e Metanol p.a., Merck (Sao Paulo, Brasil).

e Persulfato de amoénio, Merck (Sao Paulo, Brasil).

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

3.1.7 Proteina total

¢ Kit micro BCA, Pierce (Rockford, EUA).

e Placas de microtitulagdo com fundo em “U”, Dynatech (Chantilly, EUA).

3.1.8 SDS-PAGE

e Acrilamida, MERK (Sao Paulo, Brasil)

e Acido acético, p.a., MERK (S&o Paulo, Brasil)

e Azul de bromofenol, Sigma (Saint Louis, EUA)

¢ Dodecilsulfato de sédio, Pharmacia Biotech (Uppsala, Suécia)

e Marcador de massa molecular para SDS-Page da GE Healthcare
Bioscience (Uppsala, Suécia)

e Metanol, p.a., MERCK (Sao Paulo, Brasil)

e Persulfato de aménio, MERCK (Sao Paulo, Brasil)

3.1.9 Equipamentos e acessorios principais

e Agitador magnético modelo 258, Fanem (S&o Paulo, Brasil).
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Agitador rotatério de tubos (“rotator”), fornecido pelo laboratorio NETRIA,
North East Thames Region Immunoassay Unit (Londres, Inglaterra).
Agitador rotatdrio tipo vortex, modelo 162, Marconi (S&o Paulo, Brasil).
Aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), modelo SCL-
10A, acoplado a um detector de UV SPD-10AV e a um programa de
computador Class VP, Shimadzu (MD, EUA).

Aparelho para dosagem de glicose Accu-Check Active, Roche (Boeringher,
Mannhein, Alemanha).

Autoclave vertical, modelo 103, Fabbe-Primar (Sdo Paulo, Brasil).

Balanga analitica, modelo H20T, Mettler (Zurich, Suiga).

Balancga analitica, modelo P100N, Mettler (Zurich, Suica).

Balancga analitica, modelo M5AS, Mettler (Zurich, Suiga).

Bomba peristaltica modelo P-1, GE Healthcare (Buckinghamshire,
Inglaterra).

Camera de Neubauer, Boeco (Hamburg, Alemanha).

Centrifuga, modelo LS-3 plus, Celm (S&o Paulo, Brasil).

Centrifuga refrigerada automatica modelo Super Speed RC — 2B, Sorvall
(Newtown, Connecticut, EUA).

Coletor de fragbes, modelo Frac-200, GE Healthcare (Buckinghamshire,
Inglaterra).

Contador gama tipo "pogo", com troca automatica de amostra, modelo
Cobra auto-gama, eficiéncia aproximada para '’ de 80%, Packard
Instrument Company (lllinois, EUA).

Destilador de agua, modelo 016, Fabbe-Primar (Sao Paulo, Brasil).

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

Fluxo Laminar classe Il A/B 3, modelo 1140, Forma Scientific (Marietta,
Ohio, EUA).

Fonte de alta tensdo para eletroforese ECPS 3000/150, GE Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra).

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

Freezer —20°C, modelo 0651, Prosdocimo (Sao Paulo, Brasil).
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o Freezer —40°C, modelo AB 240, Metalfrio (S&o Paulo, Brasil).

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

e Leitor de placas de microtitulagdo modelo MR400 (Dynatech, Bethesda,
EUA).

e Liofilizador, modelo Dura Stop — TDS — 3 DURA DRY, FTS Systems (Stone
Ridge, EUA).

e Medidor digital de pH, modelo 420A, Orion (Boston, MA, EUA).

e Membrana para dialise modelo SnakeSkin, 3.500 MWCO, Pierce
(Rockford, IL, EUA).

e Membranas de filtracdo de 0,22 um, Millipore (Bedford, MA, EUA).

e Microscopio invertido, modelo ID 03, Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha).

e Refrigerador duplex, modelo 320 clear, Brastemp (Sao Paulo, Brasil).

e Refrigerador com porta de vidro modelo VE 730, Metalfrio (Sao Paulo,
Brasil).

e Sistema de purificagdo de agua Milli-Q plus, Millipore (Bedford, EUA).

e Tubos de poliestireno para imunoensaios (7,5x1,2 cm), EMTEL (S&o Paulo,
Brasil).

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

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

(Buckinghamshire, Inglaterra).

3.2 Métodos
3.2.1 Transfecgao pelo método do fosfato de calcio

Células CHO DHFR’, de uma linhagem que contém o gene codificando a
a2,6 sialiltransferase, hospedeiro universal (UH) desenvolvido por Bragonzi e
colaboradores (2000), foram cotransfectadas pelo método do fosfato de calcio,
utilizando diferentes quantidades dos vetores de expressao das subunidades a e
B, na proporcéo de 1:5 (4 ug pEDdc-a : 20 ug pEAdc-p hTSH), de forma analoga
ao trabalho anteriormente realizado para uma linhagem de células CHO sem esta
modificagao (Peroni, 2002). As células foram semeadas em placas de cultura de

10 cm de diametro (10° células/placa) no dia anterior & transfecgdo. Em cada
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placa foram utilizados: 2 mL de tampado HEBS pH 7,05; 24ug do DNA de
interesse; 100uL de CaCl, 2,5 M.

A reacao foi realizada em um tubo de centrifuga de 15mL e a solugéo de
CaCl; foi adicionada gota a gota, sob borbulhamento constante de ar. A mistura
foi incubada a temperatura ambiente, por 30 minutos, para que ocorresse
formagao de microprecipitados de fosfato de calcio/DNA, os quais foram entao
distribuidos sobre as células. Apds incubacéo por 5-6h, a 37°C em atmosfera de
CO,, o meio foi aspirado e as células cresceram durante 2 dias em meio a-MEM +

2% de soro fetal bovino (SFB) antes do inicio da selegao.

3.2.2 Selegao e amplificagao

A selegdo dos transformantes DHFR" foi realizada em meio seletivo a-
MEM, na auséncia de nucleosideos e suplementado com 10% de soro fetal
bovino dialisado (SFBd). As colbnias positivas foram isoladas apds 10-15 dias de
incubacdo de 5 x 10* células/placa de 10 cm de diametro em meio seletivo,
utilizando-se cilindros de clonagem, e as células foram propagadas em placas de
6 pocos até atingir a confluéncia. As células foram transferidas para placas de 24
pocos e a produtividade dessas células foi determinada por meio de um ensaio
imunorradiométrico (IRMA), anteriormente padronizado em nosso laboratério
(Ribela, 1996). Alguns clones foram selecionados e submetidos a amplificagao
génica.

A etapa de amplificagdo génica se deu através da adi¢ao de concentragoes
crescentes de metotrexato (MTX) ao meio de cultivo. A principio, as doses de
MTX utilizadas foram as seguintes: 30, 60, 100 e 200 nM. Ao fim de cada etapa
de amplificagao, foi realizado um ensaio imunorradiométrico, a fim de determinar
a concentracao de hlsr-hTSH no meio de cultura. O clone que melhor respondeu
a estas etapas de amplificagao, foi submetido a uma nova etapa de amplificagéo
génica, onde as concentragdes de MTX agora utilizadas foram: 0,5, 1, 2, 4, 8, 10,
15 yM MTX. Mais uma vez, ao final de cada etapa de amplificagao, foi realizado
ensaio imunorradiométrico para determinar a expressao de hlsr-hTSH. Cada

etapa de amplificagao durou aproximadamente 2 semanas.
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3.2.3 Cultivo Celular

O processo de cultivo celular se deu em frascos T de 162 cm?, com um
inoculo inicial de 1,5 X 10° células/frasco. Durante a fase de crescimento celular,
as células foram mantidas em 20 mL de meio a-MEM, suplementado com 10% de
SFBd. Quando as células atingiram cerca de 80% de confluéncia, o que
aconteceu em aproximadamente 4 dias, o meio foi substituido pelo meio de
produ¢cdo CHO-S-SFM [l suplementado com 200nM MTX, 50 ug/mL de
penicilina/estreptomicina, 40ug/mL de gentamicina e 0,25ug/mL de anfotericina B
. O meio foi entdo coletado e trocado diariamente, centrifugado a 1000 x g por 5
minutos, para a remogado das células e o sobrenadante armazenado a -20°C.

Durante todo o processo de cultivo, o hlsr-hTSH foi quantificado mediante IRMA.

3.2.4 Purificagao

O processo de purificagdo empregado neste trabalho seguiu um protocolo,
previamente padronizado em nosso laboratério (Oliveira, 2007). O processo
consiste de duas etapas cromatograficas, sendo a primeira uma cromatografia
classica de troca ibnica, do tipo catidbnica, seguida de uma cromatografia liquida

de alta eficiéncia de fase reversa.

3.2.4.1 Cromatografia de troca iénica

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

fracdes coletadas foram de 5 mL.
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3.2.4.2 Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa preparativa
(RP-HPLC)

O pool das fragbes contendo hlsr-hTSH, detectado por IRMA, resultante da
primeira etapa de purificacdo, foi concentrado para 10 mL em um dispositivo
filtrante de centrifuga Amicon Ultra-15 e aplicado a uma coluna C4 semi-
preparativa de fase reversa. A coluna, conectada a um HPLC, foi mantida a 25°C
e foram usados na fase mével dois tampdes A e B (tampao A: fosfato de sddio
0,05M pH 7,0 e tampao B: 50% de A + 50% de acetonitrila). A eluicdo das
proteinas foi realizada com um gradiente linear de 25 a 100% de tampao B,
durante 40 minutos. Um fluxo de trabalho de 2,5 mL/min e detecc¢do por luz ultra-
violeta (UV) no comprimento de onda de 220nm foram utilizados. O pool final foi
dialisado contra tampao fosfato de sodio 0,02M, pH 7,0, contendo 0,15M NaCl e
5mg/mL de glicina. Apos a didlise, o hTSH foi liofilizado sob vacuo controlado
entre 100-200mT na fase primaria e sob vacuo maximo na fase secundaria para

retirada da umidade residual.

3.2.5 Avaliagao da proteina de interesse
3.2.5.1 Cromatografia liquida de alta eficiéncia

A analise quantitativa e qualitativa do hlsr-hTSH presente no meio
condicionado e nas diferentes etapas do processo de purificagao foi realizada
mediante cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) e de
exclusao molecular (HPSEC). Nos dois casos, a deteccao foi realizada com luz
ultravioleta, no comprimento de onda de 220nm.

Para compor a fase moével a ser utilizada na RP-HPLC, foram utilizados
dois tampdes A e B, sendo o tampao A: fosfato de sédio 0,05M, pH 7,0; o tamp&o
B: 50% de A mais 50% de acetonitrila. A eluicdo das proteinas se deu com um
gradiente linear de 25 a 100% B, durante 40 minutos, com um fluxo de trabalho de
0,5mL/min. A coluna foi mantida durante todo o processo a 25°C.

Ja para a HPSEC, a técnica de eluigao foi isocratica, sendo o tampéo
fosfato de sddio 0,02M, pH 7,0 contendo 0,15M de cloreto de sddio utilizado como

fase movel. O fluxo de trabalho utilizado foi de 1,0mL/min.
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A preparacao recombinante comercial Thyrogen® (Genzyme) foi utilizada

como preparacgao referéncia nas duas técnicas de analise.

3.2.5.2 Ensaio imunorradiométrico (IRMA)

Os niveis de expressdo do hisr-hTSH foram determinados por ensaio
imunorradiométrico (IRMA) desenvolvido em nosso laboratério (Ribela, 1996).

Para a realizagdao do IRMA, os seguintes reagentes sao adicionados
simultaneamente : 100 yL de preparagéo padréo, cuja concentragéo varia de 0,15
a 100 pUI/mL, ou da amostra desconhecida, 50 pL de '®°I — mAB anti-hTSH
(~60000 cpm), 300 uL de tampao fosfato de sédio 0,05M, pH 7,4, contendo 1% de
BSA e 0,5% de Tween 20 e 50 pL de fase sdlida (anticorpo anti hTSH acoplado a
celulose). Todas as amostras foram incubadas em duplicata e mantidas em um
agitador rotatorio de tubos por aproximadamente 16 horas (overnight).

Apods a incubagao, sao adicionados 2 mL de tampao de lavagem (fosfato
de sédio 0,05M, pH 7,4 + 0,1% de azida sédica + 0,5% de Tween 20) e a
separacao é realizada por centrifugagdo a 5000 g, por 30 minutos, a 4°C. O
processo de lavagem é repetido 2 vezes.

Em todos os ensaios foram utilizados paralelamente preparagoes
comerciais de controle de qualidade, em niveis de concentracdo baixo, médio e

alto.

3.2.5.3 Determinagao de proteina total

A concentracao de proteina total foi estimada usando o método Micro BCA,
que consiste na detecgao colorimétrica e quantificacdo da proteina total em
solugédo diluida apos reagdo com acido bicinconinico (BCA). A cada ensaio é
determinada uma curva padrdo de calibragdo que relaciona diferentes
concentragbes de soro albumina bovina (BSA) pura (0,5 - 200 pg/mL) com a
absorvancia correspondente, no comprimento de onda de 540nm. Os seguintes
reagentes sao adicionados simultaneamente em cada pog¢o de placas de 96
pocos: 125 uL de amostra; 125 uL de reagente de trabalho. O reagente de
trabalho é constituido por: 50% solugédo A (carbonato de sddio, bicarbonato de
sodio, tartarato de sddio e hidroxido de s6dio); 48% solugéo B (solugdo aquosa de

acido bicinconinico 4%) e 2% solugao C (sulfato cuprico penta-hidratado 4%).
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3.2.5.4 SDS-PAGE

O hlsr-hTSH presente no meio condicionado e nas diferentes etapas de
purificacdo foi monitorado por eletroforese em gel de poliacrilamida 15%, na
presenca de 0,1% de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) sob condigbes nao
redutoras.

As amostras a serem analisadas foram adicionadas ao tampao de amostra,
que consiste de 2 mL de glicerol 20%, 3 mL de SDS 20%, 10 mg de azul de
bromofenol (0,1%), 2,5 mL de tris-HCL pH 6,8 e agua Milli-Q, na propor¢ao de 3:1
(tampéo:amostra) e aplicadas apos serem submetidas a fervura por 15 minutos.

Durante a corrida eletroforética, a intensidade da corrente foi de 35mA. As
proteinas presentes no gel foram fixadas mergulhando o gel em uma solugdo com
40% de metanol e 10% de acido acético glacial, por 30 minutos. O gel foi entdo
imerso em solugao corante composta por 0,25% de Coomassie Brilliant Blue G
250, 45% de metanol e 10% de acido acético glacial, em agitagcdo continua, por
aproximadamente 30 minutos. O gel foi descorado utilizando 10% de acido

acético em agua Milli-Q até ser obtida a transparéncia desejada.

3.2.5.5 Atividade biolégica

A avaliagao da atividade bioldgica das preparagdes de hTSH foi realizada
por um ensaio in vivo, utilizando camundongos machos da linhagem isogénica
BALB/c, com peso variando entre 22-30g. O ensaio baseia-se na capacidade que
o TSH tem de estimular a producéo de T4. Visando suprimir o TSH endégeno dos
animais, foi administrada oralmente, durante 4-5 dias, triiodotironina (T3), pH 7,5,
com uma concentracéao final de 3ug/mL. Apds a supressdo do TSH enddgeno, as
amostras a serem analisadas foram administradas intraperitonialmente
(10pg/animal), em um volume de 200uL, apds diluicdo em solugéo salina. Para
cada preparacgao foram utilizados 10 animais, bem como para o controle (salina).
Apos 6 horas da administragao das amostras, foi realizada a coleta de sangue, via
plexo retro-orbital e o nivel de T4 circulante foi mensurado por radioimunoensaio
(RIA).
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3.2.5.6 Espectrometria de massa (MALDI-TOF)

A massa molecular do hlsr-hTSH (aproximadamente 20-30 pmoles de
amostra) foi determinada por espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix
Assisted Laser Desorbition lonization — Time of Flight Mass Spectrometry), em um
sistema Voyager DE BioSpectrometry Workslation (Applied Biosystem), operado
de modo linear do ion positivo, utilizando uma solugdo saturada de acido
sinapnico (AS) em 50% de acetonitrila e 0,1% de &cido trifluoracético como
matriz. Esta analise foi realizada no laboratério da University of California at

Riverside (Riverside, EUA), com o qual colaboramos.

3.2.5.7 Distribuicao de isdmeros de carga

O perfil das isoformas presentes nas amostras de hTSH foi obtido mediante
focalizagao isoelétrica, que consiste de um gel de poliacrilamida 6%, onde as
proteinas migram até encontrar seu ponto isoelétrico, que é o ponto de pH onde
sua carga assume carga neutra. Para que se estabelega um gradiente de pH no
gel, uma pré corrida é realizada a 500 volts, por 30 minutos, para que os anfdlitos
que compreendem um range de pH entre 3,5 e 9,5 possam se difundir. As
amostras sdo entdo submetidas a este gradiente, em uma corrida de
aproximadamente 1 hora e utilizando 1500 volts. Apds a corrida, as bandas
focalizadas sao transferidas para uma membrana de PVDF, via eletroblotting, por
2 horas, utilizando 25 volts. A coloragdo das bandas é realizada mergulhando a
membrana por cerca de 2 minutos em 0,05% de corante Coomassie Brilliant Blue
R250.

3.3 Analise de carboidratos
3.3.1 Analise estrutural

A analise das estruturas de carboidratos presentes no hisr-hSTH foi
realizada apos clivagem dos glicanos pela agcédo da enzima PNGase F de F.
meningosepticun (New England Biolabs, Hitchin, Reino Unido). Uma vez
separados do peptidio, os N-glicanos foram marcados com acido aminobenzéico
(4-ABA), e analisados em HPLC de fase normal, utilizando uma coluna TSK-gel
Amide 80 (4,6 X 250 mm, 5 ym; TOSOH Bioscience, Stuttgart, Alemanha). Os
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tempos de retencdo dos picos detectados foram comparados aos tempos de
retencdo dos padrdes de acgucares comerciais da Dextra Laboratories (Residing,
Inglaterra) e Glyco (Novato, CA, EUA). As analises foram realizadas em
colaboragdo com o Department of Biotechnology, University of Natural Resources

and Applied Life Sciences, Vienna, Austria.

3.3.2 Analise da ligagao acido sialico-galactose

A analise do tipo de ligagao acido sialico-galactose nos N-glicanos do hisr-
hTSH foi realizada no laboratorio Proteodynamics and Glycodiag (Saint
Beauzire/Chevilly, Franga) utilizando duas lectinas especificas: Neu5Aca2,3
(Maackia amurensis 1) e Neu5Aca2,6 (Sambucus nigra), que reconhecem a
ligacdo acido sialico/galactose nas conformacgdes 02,3 e a2,6 respectivamente.
Para a deteccdo da interacdo dos glicanos presentes no hisr-hTSH foi utilizado
um anticorpo anti-hTSH biotinilado, posteriormente conjugado a estreptavidina.

A amostra de hlsr-hTSH foi tratada com uma neuroamidase que catalisa a
hidrolise do acido sialico na conformacado 02,3 e com uma neuroamidase que
catalisa a hidrdlise do acido sialico nas duas conformacgdes, para confirmar a
especificidade da lectina.

Em paralelo as analises de hTSH foi analisada também uma glicoproteina
controle (fetuina bovina) da qual se conhece a porcentagem de ligagdo do acido

sialico nas posi¢des 02,3 e a2,6.
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4. RESULTADOS
4.1 Transfecc¢ao, selecao e amplificagao das células CHO modificadas

Ap0ds a transfeccéo das células CHO-UH com os vetores pEDdc-a-TSH e
pEAdc-B-TSH, 24 clones foram isolados, sendo que 22 deles, como mostra a
Figura 7, apresentaram alguma expressado de hlsr-hTSH. Entretanto, apenas
cinco destes clones (clones 2, 5, 7, 8 e 10) apresentaram expressao especifica
maior ou igual a 1 ng/10° celidia, sendo estes entdo escolhidos para a
amplificagcdo. Como mostra a Figura 8, quando submetidos a amplificacdo génica
induzida por MTX, o clone que melhor respondeu a amplificagdo foi o clone 8.
Este foi entdo escolhido para ser submetido a concentragdes maiores de MTX,
visando expressoes uteis de hTSH para a produgcdo e purificagcdo desta
glicoproteina. A Figura 9 mostra que a expressao mais alta de hTSH
recombinante com sialilagdo humanizada (2,1 pg hTSH/10° cel/dia e
concentragdo de 1,4 ug/mL) foi conseguida com 8 uyM MTX, tendo ocorrido,
portanto, uma amplificacdo de ~ 1600 vezes (de 1,3 ng hTSH/10° cel/dia a 2,1 ug
hTSH/10° cel/dia).
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Figura 7 Niveis de expressdo de hTSH (ng/10°cels./dia), determinados por
IRMA, correspondente aos 24 clones isolados de células CHO-UH

transfectadas com os vetores pEDdc-ahTSH + pEAdc-BhTSH.
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Figura 8 Niveis de expressdo de hTSH (ng/10%cels./dia), determinados por
IRMA, de 5 clones isolados de células CHO-UH transfectadas com os
vetores pEDdc-ohTSH + pEAdc-BhTSH e submetidas a amplificagdo induzida
por MTX.
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Figura 9 Niveis de expressdo de hTSH (ng/10°cels/dia) e concentragdo no
meio (ng/mL), determinados por IRMA, do clone 8, submetido a amplificagao

induzida por diferentes concentragées de MTX.
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4.2 Cultivo Celular

As células CHO produtoras de hlsr-hnTSH que apresentaram melhor
produtividade foram cultivadas ao longo de 15 dias. Neste periodo, a
produtividade das células manteve-se relativamente estavel, como mostra a
Figura 10.

A Figura 11A mostra a morfologia das células CHO-UH em comparagao as
células CHO sem a modificagdo com o gene da a2,6 ST (Figura 11B), sendo que
as primeiras apresentam um aspecto mais fibroblastico, sendo entdo, mais

semelhantes a CHO selvagem, enquanto as outras apresentam um aspecto mais

globoso.
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Figura 10 Concentragao de hlsr-hTSH (ng/mL) no meio condicionado ao
longo dos 15 dias de cultivo.
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Figura 11 Células CHO modificadas para o gene 02,6 sialiltransferase (A) e
células CHO sem esta modificagao (B), vistas em microscoépio invertido com
aumento de 40X.
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4.3 Purificacao do hisr-hTSH

O material coletado nos 15 dias de cultivo foi analisado em RP-HPLC. A
Figura 12 mostra o perfil cromatografico resultante desta analise, onde se podem
observar varios picos, sendo o pico correspondente ao hlsr-hTSH identificado por
comparagao do seu tempo de retencéo (34,6 min.) com o tempo de retencéo da
preparagao referéncia (34,1 min.) e confirmada com a determinagao da atividade
imunoldgica, realizada ao longo de toda corrida. O “pool” analisado continha uma
concentragédo de hlsr-hTSH de 0,84 pg/mL e uma concentragao de proteina total
(avaliada por BCA) de 121,8 pg/mL. Desta forma, a purificagdo se deu a partir de
um “pool” cuja fragdo de massa era de 0,69% (Tabela 2).

ApOs a primeira etapa de purificagdo em uma coluna SP-Sepharose FF foi
obtido um “pool” de aproximadamente 180 mL ja bastante enriquecido, com
fragcdo de massa de 22,7%. O perfil cromatografico correspondente a esta etapa
de purificacdo é mostrado na Figura 13. A identificacdo das fragdes
correspondente a proteina de interesse foi feita através do IRMA realizado ao
longo de todo cromatograma. O controle de qualidade do pool assim obtido foi
realizado mediante HPLC de exclusdo molecular (HPSEC) e de fase reversa (RP-
HPLC), sendo os perfis obtidos mostrados nas Figuras 14 e 15 respectivamente,
onde observa-se ainda a presenca de contaminantes de peso molecular maior do
que o do hlsr-hTSH e de menor hidrofobicidade.

A etapa posterior foi realizada em uma coluna semi-preparativa de fase
reversa. O pool resultante da SP-Sepharose FF foi concentrado com o auxilio de
um dispositivo filtrante de centrifuga (Amicon Ultra 15), chegando a um volume de
aproximadamente 6 mL. A Figura 16 mostra o perfil cromatografico desta segunda
etapa da purificagdo, onde € possivel observar, no inicio da corrida, trés ondas
que refletem as 3 aplicagdes sucessivas de 2 mL. O material ai eluido € material
de baixa hidrofobicidade que nao fica retido na coluna. Também nessa etapa, foi
realizada a varredura por IRMA que permitiu identificar as fragées contendo o
hisr-nTSH.

Nesta etapa de purificagdo foi observada uma recuperacéo de 60% e um
fator de purificacdo de 4,5 vezes. Com a estratégia adotada obtivemos um fator
total de purificagdo de aproximadamente 150 vezes e uma recuperagao total de
28%.
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A Figura 17 mostra que apds esta etapa foi possivel obter um produto

bastante puro, com uma pureza de 96% e 99% avaliada por HPSEC e RP-HPLC,

respectivamente.

A pureza do produto foi confirmada também por SDS-PAGE, onde é

possivel observar a gradativa eliminagdo dos contaminantes, nas diferentes

etapas da purificacdo, sendo o produto final tdo puro quanto a proteina de

referéncia, Thyrogen® (Figura 18).

Tabela 2 Purificagdao de hlsr-hTSH partindo de aproximadamente 5L de

meio condicionado

Etapa da Proteina total ' hTSH Rendimento da Fracao de
Purificagao (mg) (mg) etapa (%) massa (%)
Meio 665,0 4,522 100 0,69
condicionado
Eluato da troca 9,47 2153 48 227
cationica
Eluato da RP-HPLC 1,25 1,28 3 60 102

1 Estimado por BCA
2 Estimado por RP-HPLC
3 Estimado por HPSEC
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Figura 12 Perfil cromatografico do meio condicionado em RP-HPLC. x-x
representa a imunoatividade determinada por IRMA. O tempo de retengao da
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Figura 13 Perfil cromatografico correspondente a primeira etapa de
purificagao (coluna SP- Sepharose FF ) x—x imunoatividade determinada
mediante IRMA.
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Figura 15 Perfil cromatografico, em RP-HPLC, do eluato obtido apés a

primeira etapa de purificagdo. Neste ensaio o tempo de retencao da

preparagao referéncia foi de 34,6 minutos
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Figura 16 Perfil cromatografico correspondente a segunda etapa de
purificagao (RP-HPLC semi preparativa). x—x imunoatividade determinada
via IRMA. Neste ensaio a preparagao referéncia de hTSH apresentou T, =
32,60 minutos
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Figura 17 Perfil cromatografico do hlsr-hTSH apés duas etapas de
purificagao e uma etapa de liofilizagcao, em HPSEC e RP-HPLC. O tempo de
retencado da preparacgao referéncia, neste ensaio, foi de 18,50 min. na HPSEC
e de 33,45 min. na RP-HPLC.
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Figura 18 SDS-PAGE, em condi¢des nao-redutoras, das diferentes etapas da
purificagao do hilsr-hTSH. Colunas 1 e 6, marcadores de massa molecular ;
coluna 2, meio condicionado de CHO; coluna 3, eluato da troca cationica;
coluna 4, eluato da RP-HPLC; coluna 5, Thyrogen®, utilizado como

preparacao de referéncia de hTSH recombinante.
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4.4 Caracterizagcao do produto purificado
4.4.1 Massa molecular

A massa molecular relativa (M;) do hlsr-hTSH purificado e de suas
subunidades foi determinada, em dois ensaios independentes, mediante
espectrometria de massa MALDI-TOF, como exemplificado na Figura 19.

Os dados referentes a estas analises encontram-se compilados na Tabela
3, juntamente com os dados da espectrometria de massa do r-hTSH IPEN, r-
hTSH Thyrogen® e p-hTSH NIDDK, que ja haviam sido determinados em trabalho
anterior (Mendonca, 2005). E possivel observar que o valor experimental obtido
pela determinacédo direta do heterodimero do hlsr-hTSH esta de acordo com o
valor correspondente a soma das massas de suas subunidades. Observa-se
ainda que as massas encontradas, tanto para o hlsr-hTSH integro como para as
suas subunidades, sdo maiores que os valores encontrados para o hTSH

hipofisario. Este mesmo fato foi também observado para as demais preparagoes.
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Figura 19 Espectrometria de massa MALDI-TOF do hisr-hTSH
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Tabela 3 Massa molecular relativa (M;) de varias preparagdoes de hTSH

determinada por espectrometria de massa MALDI-TOF

Heterodimero

Subunidade o« Subunidade 3

Preparacao (Experimental) Mr + DP Mr + DP (a+B) (at+p)/ Exp.
Mr + DP
p-hTSH NIDDK 27829 + 26,9 13019+ 355,7 14476 + 21,8 27495 0.99
r-hTSH IPEN 29839 + 208,7 13961 +55,9 15359 + 73,3 29320 0.98
hlsr-hTSH 29185+ 2,8 14070 + 45,3 15182 + 86,3 29252 1.00
r-hTSH
29612 +176,1 13860 + 58,7 15581 + 0,71 29441 0.99

Thyrogen®
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4.4.2 Hidrofobicidade

A hidrofobicidade relativa de seis preparagbes diferentes de hTSH (3
recombinantes e 3 hipofisarias) foi determinada utilizando RP-HPLC (Tabela 4).
Observa-se que as preparacdes recombinantes apresentam uma menor
hidrofobicidade do que as hipofisarias, sendo o hlsr-hTSH o menos hidrofébico
das preparacdes. Foi encontrada uma média entre os tg das preparacdes
pituitarias de tg = 33,74 + 0,051 minutos, com um coeficiente de variacdo de
0,15% (n=3) que é significativamente diferente (p<0,005) da meédia encontrada
para os tg das preparacdes recombinantes de tg = 33,36 + 0,085 minutos com um

coeficiente de variagao de 0,26%.

Tabela 4 Hidrofobicidade relativa de preparagoes de hTSH (derivadas de

células CHO e derivadas da hipodfise)

PREPARACAO RP-HPLC
tr (min)
r-hTSH-IPEN 33,37
hisr-nTSH 33,27
r-hTSH-Thyrogen® 33,44
p-hTSH-NIDDK 33,75
p-hTSH-NOR 33,68

p-hTSH-WHO 33,78
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4.4.3 Atividade biolégica

A atividade bioldgica do hlsr-hTSH foi avaliada in vivo em camundongos da
linhagem BALB/c, em trés ensaios independentes. Na Figura 20 é mostrado o
nivel de T4 obtido para as diferentes preparacdes estudadas, onde se observam
respostas menores de T, para as preparagdes hipofisarias do que para as
preparacdes recombinantes. Na Tabela 5 é apresentada a poténcia das diferentes
preparagdes de hTSH relativa a preparagcdao de referéncia recombinante
Thyrogen® e a preparagcdo de referéncia hipofisaria NIDDK. Ndo ha diferenca
significativa (p>0,05) entre a poténcia do hisr-hTSH e a do r-hTSH Thyrogen®,
podendo-se, assim, dizer que o hilsr-hTSH é equipotente ao r-hTSH Thyrogen®,
que € a unica preparacdo de TSH comercialmente disponivel. O hlsr-hTSH
mostrou-se também equipotente ao r-hTSH IPEN. Quando comparado ao p-hTSH
NIDDK, o hlsr-hTSH mostrou-se aproximadamente 1,5 vezes mais potente
(p<0,001).
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Figura 20 Nivel de T4 em fungcdo da dose de hTSH administrada nos

camundongos (n=10)
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Tabela 5 Poténcia relativa de diferentes preparagdoes de hTSH, determinada

por bioensaio in vivo (n=3)

Poténcia Poténcia
Preparacgao (relativa ao (relativa ao
r-hTSH-Thyrogen®) p-hTSH-NIDDK)
r-hTSH Thyrogen® 1,00 1,68 + 0,09
hlsr-hTSH 0,90 + 0,01 1,54 + 0,01
r-hTSH IPEN 0,94 + 0,17 1,60 + 0,19
p-hTSH NIDDK 0,60 + 0,03 1,00

p-hTSH NOR 0,83 + 0,16 1,38 + 0,20
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4.2.4 Distribuicao dos isdomeros de carga

Para analisar a distribuicdo dos isbmeros de carga do hlsr-hTSH, foi
realizada uma focalizacao isoelétrica (IEF). Duas preparagdes recombinantes de
hTSH (r-hTSH-IPEN e r-hTSH-Thyrogen®) e duas preparagdes hipofisarias (p-
hTSH-NIDDK e p-hTSH-NOR) foram também submetidas a mesma analise
(Figura 21). Uma grande heterogeneidade de cargas foi observada tanto nas
preparagdes recombinantes como nas preparagdes hipofisarias. As preparacdes
recombinantes apresentaram seis bandas principais distribuidas entre pH 5,20 e
pH 7,35, enquanto as hipofisarias mostraram oito ou nove bandas no intervalo de
pH de 4,82 a 7,35. A principal diferenga encontrada no perfil de bandas obtido
para as preparagdes recombinantes e hipofisarias € a presenca de duas ou trés
isoformas de pH mais acido nas preparag¢des hipofisarias, que encontram-se
distribuidas entre os pH 5,20 e 4,82. Quando o hlsr-hTSH foi comparado as outras
preparagdes recombinantes, ndo foram observadas diferengas entre as trés

preparacgdes, sendo a distribuicdo das cargas praticamente idéntica entre elas.
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Figura 21 Perfil de distribuicdo dos isbmeros de carga de preparagoes de
hTSH. 1 e 7: marcadores de ponto isoelétrico; 2: p-hTSH-NOR; 3: p-hTSH
NIDDK; 4: hisr-hTSH; 5: r-hTSH IPEN; 6: r-hTSH Thyrogen®.
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4.2.5 Analise estrutural dos carboidratos

Na Figura 22 e a na Tabela 6 € mostrada a analise por HPLC dos N-
glicanos do hlsr-hTSH. Os glicanos identificados sdao do tipo complexo e
apresentam estruturas di, tri e tetra-antenarias. Nas estruturas identificadas, foram
observados diferentes niveis de sialilacdo e estas estruturas podem ou ndo
apresentar um residuo de fucose (Figura 23). Em trabalho anterior realizado em
nosso laboratério (Oliveira, 2008), esta caracterizagdo de carboidratos ja havia
sido realizada para as preparacdes de hTSH derivada de células CHO néo
modificadas (r-hTSH IPEN e r-hTSH Thyrogen®). Na Tabela 7 é mostrada, para
os trés hormoénios, a frequéncia de N-glicanos com relagdo a antenaridade e ao
nivel de sialilagdo. Observa-se que no hilsr-nTSH ocorre uma menor frequéncia de
estruturas di-antenarias (57,08%), do que nas outras duas preparagdes (82,6 e
80,8% respectivamente para o r-hTSH IPEN e Thyrogen®). A diferengca mais
marcante entre as trés preparagdes recombinantes é, entretanto, nas estruturas
tetra-antenarias tetra-sialiladas, que, no caso do hlsr-hTSH, compreendem
aproximadamente 20% das formas sialiladas enquanto estas mesmas estruturas
representam apenas 1,4% e 1,3% no r-hTSH-IPEN e no r-hTSH-Thyrogen®
respectivamente. Observa-se também uma diferenga entre o hisr-hTSH e as
outras preparagdes quanto as estruturas mono-sialiladas. Enquanto para o
Thyrogen® e r-hTSH IPEN aproximadamente 80% das estruturas sialiladas s&o
mono-sialiladas, no caso do hisr-nTSH apenas cerca de 50% delas sdo mono-
sialiladas. Diferenga menor foi encontrada relativa as estruturas tri-sialiladas,
tendo sido observado que no caso do hisr-hTSH 20% das estruturas sialidadas
sao tri-sialiladas enquanto para os outros dois horménios aproximadamente 10%
tem esse nivel de sialilagéo.

Na Tabela 8 encontram-se outros parametros importantes desta analise,
onde é possivel observar que no hisr-hTSH existe um maior conteudo de acido
sialico (5,47 mol de acido sialico/mol de hTSH) quando comparado as outras
preparacdes recombinantes aqui analisadas, bem como maior conteudo de
galactose. Vale ressaltar que as moles de acido sialico, galactose e galactose

expostas sao cerca de 5 vezes menores na preparacgao hipofisaria, enquanto a
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razao moles de acido sialico/moles de galactose é praticamente igual nas quatro

preparagdes analisadas (~ 0,65).
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Figura 22 Separacao dos N-glicanos do hlsr-hTSH analisados em HPLC de

fase normal
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Tabela 6 Anadlise qualitativa e quantitativa dos N-glicanos presentes no hisr-

hTSH, por HPLC de fase normal

Tempo de )
retencao (min.) Area N-glicanos %
17,32 326 N2GO 0,78
19,73 277 N2GOF 0,66
22,27 563 N2G1 1,35
26,14 810 N2G1F 1,94
27,72/29,00 1595 N2G2 3,83
32,14 669 N2G2F 1,60
34,14 5135 N2G1S1 12,32
38,12 1005 N3G3 2,41
41,42 8921 N2G2S1 21,40
44,71 4598 N2G2S1F 11,03
47,67 270 N2G2S2 0,65
49,22 632 N2G2S2F 1,52
52,10 412 N4G4F 0,99
55,47 773 N3G3S2 1,85
56,39 2081 N3G3S3 4,99
59,31 3961 N3G3S3F 9,50
64,67 1091 N4G4S2 2,62
66,13 1330 N4G4S3 3,19
67,55 2787 N4G4S4 6,69
70,64 4451 N4G4S4F 10,68
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Tabela 7 Distribuigao dos N-glicanos quanto a antenaridade e ao nivel de
sialilagao

bi-antenaria tri-antenaria tetra-antenaria Total por nivel de
sialilagdo

a a a
hlsr IPEN°  THY® hisr IPEN® THY" |hlsr IPEN THY? hisr IPEN® THY®

Nivel de , ,
Sialilacdo (%) (%) (%) (%)

Total por
Antenaridade 18,75 13,87

Total
glicanos 88,40 87,14

sialilados

®Dados de Oliveira e colaboradores (2008)
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Tabela 8 Parametros dos N-glicanos de quatro preparagées de hTSH.

Preparagéo Acido sialico(mol)/ Galactose(mol)/ Acido sialico(mol)/ S:;i‘:t‘;?;ol) |
hTSH (mol) hTSH (mol) galactose (mol) TSH (mol)
hisr-hTSH 5,47 7,53 0,73 2,06
r-hTSH IPEN 3,61 5,95 0,61 2,34
r-hTSH
Thytogen® 3,57 6,06 0,59 2,49
p-hTSH a a a a
NIDDK 0,90 1,33 0,68 0,43

®Dados de Cole e colaboradores (1993a)
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4.2.6 Analise da ligacao acido sialico-galactose

Na Figura 24 é mostrada a intensidade da interacdo das lectinas
especificas para a ligacdo 02,3 e a2,6 com os glicanos do hlsr-hTSH em trés
situacoes diferentes: para o hlsr-nTSH sem tratamento prévio, para o hilsr-hTSH
previamente tratado com uma neuraminidase que catalisa a hidrolise do acido
sialico nas duas ligagbes (asialo hTSH) e para hisr-hnTSH tratado com uma
neuroamidase ativa preferencialmente para a ligagdo a2,3 (a2,3 asialo TSH). A
intensidade de interagdo de ambas lectinas foi, no primeiro caso, normalizada
para 100%. Para o asialo hTSH, observou-se um decréscimo na interacdo de
ligagdo de 85 e 95% para as lectinas especificas para 02,6 e 02,3
respectivamente. No caso do a2,3 asialo TSH, observa-se um decréscimo na
intensidade de sinal de cerca de 88%, quando analisado com a lectina especifica
para a ligagdo 02,3 enquanto com a lectina especifica para a ligacdo a2,6,
praticamente ndo houve alteragcdo na intensidade do sinal. O nivel de interagao
obtido apds digestdo com as neuramidases foi subtraido dos resultados obtidos
para a amostra sem tratamento.

A analise controle, realizada com fetuina bovina, apresentou resultado
analogo, porém com inespecificas menores (Figura 25).

As analises assim realizadas forneceram para o hisr-hTSH uma
porcentagem de ligagdo de acido sialico na conformagéo 02,3 de 61+10% e de
39+10% na conformagao a2,6 (Figura 26). Esse mesmo estudo, realizado por nés
para a proteina nativa, mostrou 68+10% de ligagdo de acido sidlico na

conformacao a2,3 e 32+10% na conformacéao a2,6.
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Figura 24 Interagao das lectinas especificas Neu5Aca2,3 e Neu5Aca2,6 com
os glicanos do hisr-hTSH
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Figura 25 Interagao das lectinas especificas Neu5Aca2,3 e Neu5Aca2,6 com
os glicanos da proteina controle (fetuina).
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Figura 26 Absorbancia da ligagao do acido sialico a galactose na

conformacgao a2,3 e a2,6 no hisr-hTSH.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho foi obtido um hTSH com padrao de sialilacdo similar aquele
da proteina nativa, a partir de uma linhagem celular modificada, na qual foi
introduzido o gene da 02,6 sialiltransferase. Esta nova proteina, denominada hlsr-
hTSH, foi caracterizada com relacdo a massa molecular, hidrofobicidade,
distribuicdo de isdmeros de carga, bioatividade, além de ter tido sua estrutura de
carboidratos e o tipo de ligagado do acido sialico a galactose determinados. A nova
proteina foi comparada com outras duas preparagdes recombinantes derivadas
de células CHO n&do modificadas (Cole, 1993a; Peroni, 2002) e com uma

preparagao hipofisaria.

A mesma estratégia, envolvendo dois vetores de expressao (um para cada
subunidade), e a mesma propor¢ao dos vetores de expressdo, empregada por
Peroni e colaboradores (2002) foi adotada, neste trabalho, para a transfec¢ao das
células CHO modificadas. Para a obtencdo de niveis uteis da proteina
heterodimeérica, foi necessaria uma amplificacdo génica com 8 yM de MTX, uma
concentracdo bem maior do que aquela que levou a niveis uteis de hTSH
derivado de células CHO nao modificadas (1uM de MTX). Com uma concentragéo
ainda maior de MTX (10 uM), foi ainda obtida a mesma produtividade especifica
(2,1 ug/10° cel/dia), porém foi observada uma concentragdo menor de hisr-hTSH
no meio (0,8 pyg/mL). Embora estes valores sejam menores daqueles reportados
por Cole e colaboradores (1993a) (4,5 ug/10° celidia) e por Peroni e
colaboradores (2002) (7,2 ug /10° cel/dia) para o hTSH derivado de células CHO
nao modificadas, ainda assim estes niveis de hTSH sao uteis e permitiram a

obtencio de material para ser purificado e caracterizado.

A estratégia de purificacdo adotada neste trabalho foi a mesma seguida
para o hTSH convencional, em trabalho anterior (Oliveira, 2007) e permitiu a
obtencdo de um produto com alto grau de pureza (acima de 95%). Trata-se de
uma técnica rapida e eficiente que permitiu, com rendimentos uteis (~30%) e com

somente duas etapas de purificagdo, um alto fator de purificagcdo (~150X),
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partindo de um material extremamente diluido e impuro (isto €, com fragcado de
massa bem baixa de ~0,69%)

Considerando que a acetonitrila € um solvente que potencialmente pode
afetar a estabilidade de proteinas complexas (Ribela, 2006), € importante
ressaltar que, embora o hlsr-hTSH tenha sido eluido na presencga de até 25% de
acetonitrila na segunda etapa de purificagcao (RP-HPLC), ndo houve perda de
atividade biologica, sendo esta equivalente a da preparagao referéncia, cuja

purificacdo seguiu uma estratégia totalmente diferente (Cole, 1993a).

Uma ferramenta bastante utilizada para avaliar a identidade de uma
proteina recombinante € a espectrometria de massa MALDI-TOF. A massa
molecular do hlsr-hTSH e de suas subunidades, determinadas por esta técnica,
bem como a de duas outras preparagdes recombinantes derivadas de células
CHO nao modificadas, foram maiores (5 a 8%) daquela da preparagao hipofisaria
(diferenga significativa com p<0,001). Esta diferenga pode ser atribuida as
diferencas de carboidratos das preparagbes recombinantes e nativas (Thotakura,
1992; Szkudlinski, 1993). Estas mesmas diferengcas também foram observadas
em trabalho anterior para o hLH e hFSH (Carvalho, 2009), horménios que
pertencem a mesma familia de glicohorménios. Ndo houve diferenga significativa
(p>0,05) entre as massas determinadas para as trés preparagdes recombinantes.

Em todos os casos aqui estudados foi possivel detectar simultaneamente a
massa do heterodimero e de suas subunidades, estando a soma das massas das
subunidades de acordo com a massa encontrada experimentalmente para cada

preparacao.

Observa-se no presente trabalho uma diferenca significativa (p<0,005)
entre a hidrofobicidade das preparagbes recombinantes e das preparagdes
hipofisarias, o que pode ser explicado, pela diferengca de carboidratos existentes
nesses dois tipos de preparagdes. Tal comportamento esta de acordo com o
descrito por Rassi (1996) que constatou que pequenas diferencas entre as
por¢cdes de carboidratos das proteinas podem afetar, de alguma forma, a
interagcdo das mesmas com colunas de fase reversa. Também Oliveira e
colaboradores (2003), descreveram, para o mesmo hTSH, diferengcas entre

preparagdes recombinantes e hipofisarias. O hlsr-hTSH foi, entre as trés
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preparagcbes recombinantes aqui analisadas, a que se mostrou menos

hidrofdbica, revelando uma menor interagao com a coluna de fase reversa.

A analise do hisr-hTSH, por focalizagao isoelétrica, revelou um padrdo de
distribuicdo de isoformas muito semelhante aquele reportado por Zhou e
colaboradores (2004) e por Oliveira e colaboradores (2008) para o hTSH
recombinante convencional. Os isémeros de carga do hilsr-hTSH apresentaram
um padrao de distribuicdo similar as demais preparag¢des recombinantes aqui
analisadas, com pl variando entre 5,20 e 7,35. Ja as preparagdes hipofisarias
apresentaram 2 ou 3 isoformas na regiao mais acida, sendo a variagao de pH no
intervalo de 4,82 a 7,35. Szkudlinski e colaboradores (1993a) também
observaram valores de pl mais acidos para a preparacao hipofisaria (6,5-4 contra
7,1-5,5 para as recombinantes). Provavelmente isto acontece porque isoformas
especificas sdo separadas com base no conteudo de carga negativa, que no caso
do TSH hipofisario é determinado tanto pelos residuos de acido sialico como

pelos residuos de sulfato, apresentando, portanto, mais isoformas acidicas.

A atividade bioldgica do hlsr-TSH foi determinada por bioensaio in vivo e,
como descrito por Oliveira e colaboradores (2007), foi utilizada a dose de
10ug/animal, dose esta que forneceu respostas reprodutiveis em uma regido
linear da curva dose-resposta. Os dados aqui obtidos revelaram que o hisr-hTSH
apresenta uma poténcia biologica praticamente equivalente a poténcia das
preparagdes Thyrogen® e IPEN (p>0,05).

Quando comparamos a poténcia das preparagcdes recombinantes com a
das preparacgdes hipofisarias, observamos uma menor poténcia das ultimas, o que
esta de acordo com Szkudlinski e colaboradores (1993) que também encontraram
uma maior poténcia para a preparagao recombinante de TSH. A maior poténcia
encontrada para as preparagdes recombinantes pode ser explicada pelo maior
nivel de sialilagdo a elas associado, o que contribui diretamente para o maior
tempo de permanéncia da proteina na circulagdo, uma vez que o acido sialico a
ela aderido impossibilita o reconhecimento da proteina pelos receptores
assialoglicoprotéicos existentes no figado, que sdo os responsaveis diretos pela
depuracdo metabdlica das glicoproteinas (Szkudlinski, 1993; Takamatsu, 2003).

Cole e colaboradores (1993a) relacionaram o menor nivel de sialilagdo das
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preparagdes hipofisarias com a menor quantidade de galactose existente nestas
preparagdes. Uma maior quantidade de galactose e acido sialico nas preparacdes
recombinantes foi também observada no presente trabalho (Tabela 8). Ja
Thotakura e colaboradores (1992) explicam o maior conteudo de acido sialico nas
preparacdes recombinantes como consequéncia do numero maior de estruturas
di-, tri- e tetrasialiladas encontradas nas mesmas.

Ao comparar as trés preparagdes recombinantes aqui analisadas, um maior
conteudo de acido sialico (~1,5 vezes maior) foi encontrado para o hlsr-hTSH
(5,47 moles de acido sialico/moles de proteina contra 3,61 e 3,57 para o r-hTSH
IPEN e r-hTSH Thyrogen®, respectivamente). Entretanto, ndo encontramos
diferencgas significativas na bioatividade destas trés preparag¢des, ao contrario de
Szkudlinski e colaboradores (1993) que ao estudarem duas preparagdes
recombinantes de hTSH com diferentes niveis de sialilacdo e um asialo hTSH,
constataram que o hTSH pouco sialilado apresentou uma atividade biolégica
cerca de 3-4 vezes menor do que o hTSH mais sialilado, enquanto o asialoTSH
apresentou a menor poténcia in vivo.

Fukuta e colaboradores (2000) também encontraram um conteudo de acido
sialico 1,5 vezes maior para um interferon-y com ligagdo de acido sialico na
conformagcao a2,6 do que para um interferon convencional. Além disso,
observaram nesta preparagao de interferon-y uma maior incidéncia de estruturas
tri e tetra-antenarias e menor de estruturas di-antenarias. Fato semelhante foi
também encontrado para o hlsr-hTSH. A maior porcentagem de estruturas tri- e
tetra-antenarias encontradas nesta preparacéo sugere que a massa molecular do
hisr-hTSH poderia ser maior do que a das outras preparagdes, o que nao foi
observado na determinagdo da massa molecular destas trés preparagdes via
MALDI-TOF. Quando a massa molecular do hTSH foi estimada diretamente pela
sequéncia primaria de aminoacidos e somada a massa das porgdes de
carboidratos, com base na contribuicio de cada N-glicano especifico, e
comparado com os dados obtidos por MALDI-TOF, observou-se um valor cerca
de 8,3% maior no hlsr-hTSH, mas de apenas 2,1% e 3,1% maior para o r-hTSH
IPEN e r-hTSH Thyrogen® respectivamente. Embora o motivo desta diferenca
ainda nao seja claro, especula-se que pode haver uma diminuigcdo no nivel de
ocupacao dos sitios de glicosilagdo do hlsr-hTSH ou talvez possa ocorrer perda

de N-glicanos especificos durante o MALDI-TOF.
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Analise semelhante ao do presente trabalho para os N-glicanos do hTSH
foi também realizada por Morelle e colaboradores (2006), que identificaram 16
estruturas, incluindo uma estrutura tetra-sialilada penta-antenaria (NSG5S4F), a
qual ndo foi identificada neste trabalho. Loumaye e colaboradores (1998)
analisaram as estruturas dos glicanos presentes no hFSH derivado de células
CHO. Assim como ocorreu para as preparagbes de hTSH analisadas neste
trabalho, foram identificadas 20 estruturas diferentes na preparagcéo de hFSH, 14

das quais sdo comuns aos dois hormdnios.

Um parametro importante abordado no presente trabalho diz respeito ao
tipo de ligacdo do acido sialico a galactose. O hlsr-hTSH, derivado de célula CHO
na qual foi introduzido o gene da 02,6 sialiltransferase, foi analisado quanto a este
parametro tendo apresentado 61 + 10% de ligacdo do acido sidlico na
conformacgao a2,3 e 39 + 10% na conformagao a2,6, revelando assim que a
linhagem celular utilizada expressa de forma eficiente a enzima 02,6
sialiltransferase e possibilita a producido de proteinas recombinantes com
sialilacdo “humanizada”.

Vale ressaltar que, apesar de possuir um padrdo de sialilagdo mais
semelhante ao da proteina nativa, a atividade bioldgica desta proteina nao foi
influenciada por isso, sendo equivalente a da preparagao recombinante que sé
apresenta sialilagao na posig¢ao a2,3. Ressalta-se que outras proteinas, com este
tipo de alteragao, tais como interferon y (Bragonzi, 2000), eritropoietina (Zhang,
1998) e IgG 3 (Jassal, 2001), também nao apresentaram diferengas significativas
em sua atividade biolégica quando comparadas a preparacdo sem a modificagao
para a sialiltransferase. Entretanto, do ponto de vista farmacéutico a modificagcao
introduzida neste trabalho para o hTSH é de grande valia, dada a importancia de
se ter um biofarmaco que apresente um padrédo de sialilagdo similar ao

encontrado nas proteinas nativas humanas.
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6. CONCLUSOES

e Foi obtida uma linhagem estavel de CHO modificada pela adigdo do gene
de hTSH a uma linhagem que ja codificava a enzima a2,6 sialiltranferase.
Esta linhagem €& capaz de secretar niveis de hTSH com sialilagdo
“humanizada” (hisr-hTSH) de 2,1 ng/10° células/dia.

e Utilizando uma estratégia de duas etapas de purificacdo foi obtido hlsr-

hTSH com pureza acima de 95%.

e O hlsr-hTSH mostrou-se equipotente ao r-hTSH IPEN e r-hTSH Thyrogen®
e 1,6 vezes mais potente que a preparacao hipofisaria do NIDDK.

e Nao foram observadas diferengas significativas com relagdo a massa
molecular e hidrofobicidade quando o hlsr-hTSH foi comparado a outras

preparacdes recombinantes de hTSH.

e O perfil de isoformas do hlsr-nTSH surpreendentemente nao apresentou
diferencas com relacdo as duas outras preparacdes recombinantes
analisadas, apresentando, entretanto, diferengas com relacdo as

preparacdes hipofisarias.

e Com relagdo as estruturas de carboidratos, foi encontrada uma maior
porcentagem de estruturas tri- e tetra-antenarias no hisr-hnTSH do que nas

outras preparagdes de hTSH recombinantes analisadas.

e O hilsr-nTSH diferiu dos demais hTSH recombinantes por apresentar

ligacao de acido sialico também na conformacéao a2,6.

e A porcentagem de ligagdo 02,3 e 02,6 do hisr-hTSH foi de 68 + 10% e 32 +
10% respectivamente, semelhante a da proteina natural (61 + 10% e 39 +
10%).



70

e Os dados referentes a este trabalho foram recém publicados em Protein

Expression and Purification v. 67, p. 7-14, 2009.
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