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UTILIZACAO DE CELULAS CHO CULTIVADAS NA PRESENCA DE CICLOHEXIMIDA PARA
OBTENGAO E CARACTERIZAGAO DE PROLACTINA HUMANA GLICOSILADA (G-hPRL)
RECOMBINANTE

Susana da Rocha Heller

RESUMO

A Prolactina humana hPRL é um horménio protéico com 199 aminoacidos (MM ~
23.000 Da) com um amplo espectro de atividades biolégicas, sendo mais conhecido por
estimular a lactacédo e regular o crescimento e diferenciacdo da glandula mamaria. Além de
quebra proteolitica, a maioria dos variantes de prolactina podem ser resultantes de outros
processos poés-traducionais como polimerizagao, fosforilagdo, desamidacao, sulfatagao e
glicosilagao. Essa proteina contém apenas um sitio potencial de glicosilagao por ligagédo a
asparagina, localizada no aminoacido 31, que é parcialmente ocupado (10%) quando a
proteina é sintetizada em células eucariotas. Apesar da atividade biolégica in vitro da
prolactina glicosilada (G-hPRL) ser muito menor (~4 vezes) quando comparada a nao
glicosilada, sua fungao fisiolégica ainda ndo é bem definida e a por¢cédo de carboidrato
parece ter um importante papel na biossintese, secrecao, atividade bioldgica, e clearance
plasmatico do hormdnio. Com o objetivo de melhor caracterizar e estudar esta variante
hormonal, foi realizada sua purificagdo em escala laboratorial a partir de células de ovario
de hamster chinés (CHO) modificadas geneticamente, utilizando meio de cultura
suplementado com cicloheximida, aumentando ~4 vezes sua concentragcao absoluta e ~10
vezes a razao entre a isoforma glicosilada e a nao-glicosilada. A purificagdo da G-hPRL
seguiu um processo simples e efetivo de duas etapas principais baseado em uma coluna
de troca catibnica e uma coluna preparativa de exclusdo molecular acoplada a um sistema
de cromatografia liquida de excusao molecular de alta eficiéncia (HPSEC). A caracterizacao
foi feita por HPLC de fase reversa (RP-HPLC) e exclusdo molecular, SDS-PAGE, Western
Blotting, espectometria de massa (MALDI-TOF) e um bioensaio in vitro utilizando células
Nb2 e Ba/F3-LLP. Nossos resultados demostram que a cicloheximida pode ser uma
importante ferramenta para aumentar a produgdo de prolactina glicosilada, facilitando a

purificacao e caracterizagao dessa isoforma.



UTILIZATION OF CHO CELLS CULTIVATED IN PRESENCE OF CYCLOHEXIMIDE FOR
OBTAINMENT AND CHARACTARIZATION OF RECOMBINANT HUMAN GLYCOSYLATED
PROLACTIN (G-hPRL)

Susana da Rocha Heller

ABSTRACT

Human prolactin hPRL is a 199 aminoacid protein hormone (MM ~23.000 Da) with a
wide spectrum of biological activities being, however, best known for its stimulation of
lactation and development of mammary gland. Besides proteolytic cleavage, the majority of
prolactin variants can be the result of other posttranslational processing of the mature
molecule in the anterior pituitary gland or the plasma. These include polymerization,
phosphorylation, deamidation, sulfation, and glycosylation. This protein contains only one
potential asparagine-linked glycosylation site which is partially ( ~10%) occupied when the
protein is synthesized in eukaryotic cells. Although the biological activity of glycosylated
hPRL (G-hPRL) has been found ~ 4-fold lower compared to that of hPRL, its physiological
function is not well defined yet, and the carbohydrate moiety seems to play an important role
in the biosynthesis, secretion, biological activity, and plasma clearance of the hormone. In
order to better characterize and study this hormone variant, we carried out its laboratory
scale synthesis and purification from genetically modified CHO cells medium that had been
supplemented with cycloheximide, increasing thus ~4-fold its absolute concentration and
~10-fold the glycosylated versus non-glycosylated hPRL concentration ratio. G-hPRL
purification was carried via a simple and effective two-step process based on a cationic
exchanger and a preparative size-exclusion HPLC column (HPSEC). Characterization was
carried out by reversed-phase and size-exclusion HPLC, SDS-PAGE, western blotting,
MALDI-TOF MS and in vitro bioassay utilizing Nb2 and Ba/F3-LLP cells. Ours results show
that cycloheximide can be an important tool to increase the production of glycosylated

proteins hPRL facilitating the purification and characterization of these isoforms.
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1 Introducao

1.1 Aspectos Gerais

A Prolactina humana hPRL é um horménio protéico com uma cadeia unica
de 199 aminoacidos (MM ~ 23.000 Da) e trés pontes dissulfeto. Foi descoberta ha
mais de 70 anos como um fator pituitario que estimula o desenvolvimento da
glandula mamaria e a lactagdo em coelhos (24). O gene que codifica para a
prolactina € unico sendo encontrado em todos os vertebrados e em humanos esta
localizado no cromossomo 6 (32). E um horménio primariamente secretado pela
glandula hipofisaria anterior e afeta os processos fisiolégicos mais do que todos os
outros horménios pituitarios combinados. Possui um amplo espectro de atividades
biolégicas. As mais conhecidas sdo a estimulagdo da lactagdo e o crescimento e
diferenciagao da glandula mamaria e sua agao na reprodugao (44). Mais de 300
funcbes bioldgicas diferentes foram atribuidas a PRL e estas podem ser
subdivididas nas seguintes categorias: Fungdes ligadas a reprodugao;
Endocrinologia e Metabolismo; Controle e balanco de agua e eletrdlitos;
crescimento e desenvolvimento; inteligéncia e comportamento; imunorregulacéo e
protecdo (4). Em nivel celular, a prolactina exerce atividades mitogénicas,
morfogénicas e secretoras (1).

Desde que niveis anormais de hPRL foram relacionados a inumeras

desordens na funcao hipofisaria e de reproducao (hiperprolactinemia, galactorréia,



infertilidade, etc), € um dos hormdnios mais freqientemente determinado na rotina
de ensaios clinicos (45; 15; 46). Dados da literatura indicam o potencial uso clinico
da hPRL apds transplante de medula éssea, por estimular a hematopoiese e a
recuperacao imune, ou na reversao da mielossupressao induzida por azidotimidina
(AZT) ou por terapias mielo-ablativas (55). Estudos indicam também sua potencial
aplicagao como agente imunoterapico nos casos de infecgao por HIV (39). Estudos
em ratos mostram que o nivel de hPRL aumenta em resposta ao estresse,
sugerindo sua agao protetora contra o estresse agudo induzido por hipocalcemia e
erosdes gastricas (12) e que a hPRL também melhora a resposta antitumoral dos
linfocitos “natural killer” (58). A hPRL apresenta ainda outras aplicagdes clinicas em
fase de estudo. Podemos citar como exemplos aquelas relativas a artrite
reumatoide, a fibrose cistica e ao cancer de colo retal, entre outras (1). Evidéncias
como a secregao e agao local da hPRL (efeito autocrino/paracrino) relacionam este
horménio com o desenvolvimento de cancer de mama e de prostata (14; 38; 26).
Como é produzida em muitos tecidos e age de varias maneiras, a PRL € um dos
muitos agentes mitogénicos enddgenos (19), mas ha evidéncias que a PRL possui
atributos protetores, podendo ser usada para o tratamento e prevengao do cancer
de mama (17).

Inicialmente considerou-se que esta proteina apresentava apenas a forma
néo glicosilada, com peso molecular de 23 kDa, mas em 1984, em estudos sobre a
glandula hipofisaria ovina, estabeleceu-se que a prolactina também pode ocorrer
sob a forma glicosilada, com 25 kDa (24), representando 15% da prolactina na
hipofise anterior (25) e 30% da prolactina das células deciduais (57).

Este polipeptideo esta sujeito a varias modificagdes pds-traducionais, tais
como quebra proteolitica, polimerizacdo, fosforilagdo, desamidacgao, sulfatacdo e
glicosilagdo, aumentando desta forma o seu espectro de acao (34).

A Figura 1 mostra algumas destas modificagdes em formato esquematico.
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Figura 1. Diagrama esquematico da molécula de PRL e algumas das suas variantes estruturais (44).

Glicosilacdo € uma modificacdo pds-traducional que ocorre na maioria das
proteinas secretadas por células de mamiferos. Pode acontecer ou no reticulo
endoplasmatico, onde uma cadeia oligossacaridica € transferida para a proteina e
se liga covalentemente a uma asparagina (Asn) localizada na sequéncia do
tripeptideo Asn-X-Ser/Thr, onde X pode ser qualquer aminoacido, exceto prolina
(Pro). Recebe entdo o nome de “glicosilagao N-linked” (Figura 2), como no caso da
prolactina humana (Asn 31), ovina, bovina e outras (44), ou no Complexo de Golgi,
em que a cadeia oligossacaridica se liga a serina (Ser) ou treonina (Thr),
denominada “glicosilagcdo O-linked”, como nos casos da prolactina de rato e peru
(44). Podem ainda ocorrer os dois tipos de glicosilagdo na mesma glicoproteina. As
bactérias e alguns sistemas eucariontes, como as leveduras, ndo s&o capazes de

realizar modificagdes pds-traducionais complexas como a glicosilagéo.
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Figura 2. Transferéncia de oligossacarideos Asparagina “N-linked” (42).

A relagado entre a glicosilagdo e a tradugao protéica foi sugerida por Lau
(23), que notou que o sitio potencial de glicosilagdo de um peptideo nascente
permanece por um curto periodo de tempo proximo a regido em que reside o sitio
efetivo da peptidil transferase.

A cicloheximida é um inibidor da sintese protéica em organismos
eucariotos, produzido pela bactéria Streptomyces griseus. Atua interferindo na
atividade da peptidil transferase do ribossomo 60S. Provavelmente, a cicloheximida
aumenta a ocupagao do sitio de glicosilagdo por agir na etapa de elongagao durante
a traducdo. Esta droga reduz a taxa de elongacdo (em cddons/segundo) do
ribossomo através do mRNA, aumentando o tempo de exposicdo do sitio de
glicosilacédo (2; 42). A Figura 3 esquematiza o modo de agdo de alguns inibidores

(quimicos e antibidticos) sobre a sintese protéica, entre os quais a cicloheximida.
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A cadeia oligossacaridica possui um papel importante na biossintese,
secrecdo, atividade biolégica e depuracdo (“clearance”) plasmatica das
glicoproteinas (44). A “glicosilagdo N-linked” € promotora da solubilidade, inibe a
agregacao protéica e promove protegcédo contra ataque de enzimas proteoliticas no
meio extracelular, enquanto que tanto a “glicosilagdo N-linked” quanto a
“glicosilagao O-linked” facilitam o processo de dobramento (“refolding”), juncédo das
subunidades e secregdo de algumas glicoproteinas. Em alguns casos a remogao
parcial ou completa dos oligossacarideos aumenta a suscetibilidade a desnaturagéo
térmica (16) e pequenas mudancgas na glicosilagdo, como por exemplo a presenga
de um acgucar com carga negativa, podem acarretar em mudangas na sua
bioatividade (21). Existem trés determinantes do tipo de glicosilagdo: o tipo de
proteina, o fendtipo celular e o ambiente em que a célula se encontra (53). De
acordo com a literatura, mudancas no ambiente celular, como temperatura e
concentracdao de CO,, podem afetar o padrdo de N-glicosilagdo (13). Em estudo
recente realizado em nosso laboratorio foi observado um aumento de 60% na
producdo de hTSH recombinante produzido por células de ovario de hamster chinés
(CHO) ao se modificar as condi¢des de cultivo de 5% para 0,03% de CO, (31). O
efeito da temperatura na fisiologia, crescimento e expressao génica em células de
mamiferos ainda ndo foi muito bem estabelecida. Segundo diferentes autores,
temperaturas entre 37°C e 30-33°C prolongam o tempo de cultivo celular (37; 54),
pois em baixas temperaturas normalmente o crescimento celular € suprimido, mas o
efeito na produtividade celular é variavel em diferentes linhagens celulares e

sistemas de expresséo.

A prolactina humana €& um excelente modelo para estudos de glicosilagéo,
pois exibe o mais simples tipo de macroheteregeneidade de glicosilagdo: uma
populagao proteica é produzida com e outra sem o uUnico oligossacarideo “N-linked”
(42).

As isoformas glicosilada (G-hPRL) e né&o glicosilada (NG-hPRL) da
prolactina possuem diferentes propriedades imunoldgicas, biolégicas e de ligagao

ao receptor e estdo presentes normalmente na circulagdo, mas em diferentes



proporcdes. A determinacdo da proporcao entre as duas isoformas na circulagao é
geradora de grandes controvérsias. Enquanto que para alguns autores a NG-hPRL
€ a forma predominante, variando de 76-84% em mulheres normais, € de 70-90%
em mulheres gravidas ou em periodo de amamentacéo (10; 44), para outros a
forma glicosilada (G-hPRL) é a predominante (27; 28; 20), podendo atingir mais de
70% da hPRL circulante conforme descrito por Price et. al. Segundo esse mesmo
autor a G-hPRL é produzida e liberada continuamente, enquanto que a NG-hPRL é

liberada somente sob condigdes de estimulo apropriadas (34).

A produgdo de hPRL e seus analogos por tecnologia do DNA
recombinante € uma importante ferramenta para a melhor compreensao da acgao
desse hormoénio. Altos niveis de hPRL recombinante ja foram obtidos no citoplasma
(33), em células de inseto (8), no espago periplasmico de bactérias (48) e em
células de mamiferos (34; 47). Price et. al. (34) descreve a produgcdo de hPRL em
sistema de expresséao utilizando células de origem murina: C127. Nesse trabalho é
relatado a purificacdo e caracterizacdo das isoformas G-hPRL e NG-hPRL. Soares
et. al. (47) descrevem altas expressdes de hPRL em CHO (= 30 ug de hPRL/10°
células/dia utilizando o vetor pEDdc), onde a G-hPRL representa 10% da prolactina
total secretada, e também relatam a identificacdo de uma outra isoforma, a hPRL;.
199, assim definida por ndo apresentar os 10 primeiros aminoacidos da por¢ao N-
terminal, pouco relatada na literatura.

Foi observado em bioensaios utilizando células Nb2, que a G-PRL é ~4
vezes menos ativa que a NG-PRL, demostrando a importancia da glicosilagdo na
bioatividade deste horménio (29; 47; 36). Este ensaio € o mais utilizado na
determinagao da atividade bioldgica da prolactina e possui sensibilidade que excede
a do RIE (radioimunoensaio) (18; 49; 15). As células utilizadas neste ensaio foram
derivadas de linfoma transplantavel (designado “Nb 2 Node”) de rato da linhagem
Noble (Nb) (30) e respondem especificamente a hormbnios lactogénicos.

Recentemente desenvolvemos um bioensaio para avaliar a poténcia
biologica de hPRL e suas isoformas (15; 46). Esse bioensaio, baseado na

proliferacdo de células Ba/F3-LLP estimulada pela presencga da prolactina, além da



alta sensibilidade (50 pg hPRL/mL) apresenta a grande vantagem de ser espécie-
especifico, ao contrario do bioensaio classico em Nb2. As células Ba/F3 (linfocitos
pro-B murino) foram transfectadas com um plasmideo que codifica o receptor longo
de hPRL e as células transfectadas capazes de expressar esse receptor de uma
forma estavel foram selecionadas mediante geneticina. A substituicdo da
interleucina-3, inicialmente necessaria para a proliferacao dessas células, por hPRL
(Tug/mL) possibilitou a selegdo de células prolactino-dependentes. Apds poucas
passagens nessas condi¢des, a populagdo estavel foi dividida em 3 sub-
populacdes, cultivadas rotineiramente em meio de cultura contendo 10, 100, ou
1000 ng de hPRL/mL. Essas sub-popula¢des foram identificadas como LP (Low
prolactin), MP (medium PRL), e HP (high PRL), respectivamente (3). A Ba/F3-LP,
por sua vez, foi cultivada em meio contendo 1 ng/mL de hPRL, gerando o que
denominamos Ba/F3-LLP (low low prolactin). Esta ultima etapa foi realizada em
nosso laboratério em colaboracdo com a FMUSP, sob orientagdo do Dr. Vicent
Goffin (INSERM, Paris-Franca). A diferenga pratica observada, comparando-se as
células Ba/F3-LP e Ba/F3-LLP é que, no segundo caso, a proliferagdo maxima
ocorre com cerca de 1 ng hPRL/mL enquanto no caso de Ba/F3-LP ocorre em 10 ng
hPRL/mL. No presente trabalho avaliamos pela primeira vez a poténcia da G-hPRL
mediante bioensaios com células Ba/F3-LLP, em comparagdo com o ensaio

classico com células Nb2.



1.2 Objetivos do Trabalho

Este projeto teve por meta principal potencializar a obtencdo da G-hPRL
purificada a partir de células de ovario de hamster chinés (CHO) modificadas
geneticamente em nosso laboratério, avaliando principalmente a influéncia da
cicloheximida, um inibidor de sintese proteica, ja relatado na literatura como um
composto que favorece o aumento da glicosilagao. Foi possivel assim caracterizar
por métodos fisico-quimicos e biolégicos a forma glicosilada purificada. Na
caracterizagdo da atividade biolégica in vitro foram realizados novos estudos
comparando o bioensaio classico com células Nb2 com outro, recém desenvolvido
em nosso laboratério que utiliza células Ba/F3-LLP, ambos baseados na

proliferacao celular estimulada pela presenca de prolactina.
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2 Material e Métodos

2.1 Material
2.1.1 Material utilizado no cultivo celular

2.1.1.1 Meios de cultura

- “‘Minimum Essential Medium” (a-MEM), Gibco-BRL (Gaithersburg, MD,
EUA)

- “‘Serum Free Medium” (CHO-S-SFM Il) com nucleosideos (hipoxantina e
timidina), Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA)

- “Serum Free Medium” (CD-CHO AGT), Gibco-BRL (Gaithersburg, MD,
EUA)

2.1.1.2 Linhagens Celulares

- Células de linfoma de rato Nb2, gentiimente doadas pelo Dr. P. Gout
(Britsh Columbia Cancer Agency, Vancouver, Canada). A proliferagao
dessas células depende dos hormoénios lactogénicos, como a prolactina,
que atuam como fator de crescimento. Sua resposta mitogénica na
presenca desses hormdnios € mediada por receptores especificos de
superficie, sendo utilizadas no bioensaio de prolactina

- Células Ba/F3-LLP (linfocitos pro-B murino - low low prolactin)
transfectadas com um plasmideo que codifica o receptor longo de hPRL,

prolactina dependentes
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2.1.1.3 Material Plastico

- Garrafas de 75 cm?, Corning Costar Corp. (NY, EUA)

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

- Placas de petri de 10 cm de didmetro, Corning Costar Corp. (NY, EUA)

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

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

- Tubos eppendorf (Hamburgo, Alemanha)

2.1.1.4 Reagentes utilizados na cultura celular

- Cicloheximida, Sigma (St. Louis, MO, EUA)

- Anfotoricina B, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA)

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

- Gentamicina, Shering-Plougt (Rio de janeiro, Brasil)

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

- Penicilina — Streptomicina, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA)
- Soro fetal bovino dialisado, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA)
- Soro fetal bovino, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA)

- Tripsina, Gibco-BRL (Gaithersburg, MD, EUA)

- Glicose p.a., Merk (Sdo Paulo, Brasil)

- Pepstatina A, Sigma (St. Louis, MO, EUA)
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2.1.2 Material utilizado no processo de purificacdo e analise da G-hPRL

2.1.2.1 Colunas Cromatograficas

A) Coluna de vidro utilizada em cromatografia classica

Coluna XK (20 cm X 16 mm D.l.), GE Healthcare (Buckinghamshire,

Inglaterra)

B) Colunas de acgo 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 cm D.l.), Tosohaas (Montgomeryville, PA, EUA),
para HPLC de exclusdo molecular

Coluna C4 Vydac 214TP54 (25cm x 4,6mm D.l.) acoplada a uma pré-
coluna Vydac 214 FSK 54 , para HPLC de fase reversa analitica

2.1.2.2 Resinas Cromatograficas

Resina cromatografica SP Sepharose Fast Flow (SPFF), GE Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra)

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

Silica com grupos de ligacao butil alifatico, tamanho das particulas de 5
um e didmetro de 300 A, Vydac Separations Group (Hisperia, CA, EUA)

para HPLC de Fase Reversa
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2.1.2.3 Padrdes, antissoros e outros reagentes para WB

- hPRL de referéncia produzida em E.coli

- Antissoro anti-prolactina humana produzido em coelho do NIDDK-NHI
(bethesda, MD, USA)

- Proteina A, Pharmacia (Uppsala, Suécia)

- hPRL rec WHO — CRS

- G-hPRL WHO - 98/580

2.1.3 Material Radioativo

- Na'?| comercial, livre de carregador e oxidantes, fornecido pela Nordion
Europe S.A. (Fleurus. Bélgica) em concentracdo de aproximadamente
11100-22200 MBg/mL (300-600 mCi/mL) utilizado para marcacado de

proteina A utilizada no Western Blotting

2.1.4 Reagentes para marcacao de Proteina A para Western Blotting

- Cloramina T p.a., Merk (Sao Paulo, Brasil)
- lodeto de Potassio p.a., Merk (Sao Paulo, Brasil)

- Metabissulfito de Sodio, Carlo Erba (S&o Paulo, Brasil)

2.1.5 Outros Reagentes

- Acido acético glacial, Labsynth (Sao Paulo, Brasil)
- Acido cloridrico, Merk (S&o Paulo, Brasil)

- Acrilamida, Merk (Sao Paulo, Brasil)
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Alcool metilico, Merk (Sao Paulo, Brasil)

Bis-acrilamida, Merk (Sao Paulo, Brasil)

Cloreto de sédio, Merk (S&o Paulo, Brasil)

Coomassie Brilliant Blue G 250, GE Healthcare (S&o Paulo, Brasil)

Dodecil sulfato de sddio (SDS), GE Healthcare (Sao Paulo, Brasil)

Fosfato de sddio monobasico p.a., Merk (Sao Paulo, Brasil)

Fosfato de sddio dibasico p.a., Merk (S&o Paulo, Brasil)

Glicerol, Merk (Sdo Paulo, Brasil)

Glicina, Merk (Sao Paulo, Brasil)

Padrées de massa molecular, GE Healthcare (Sao Paulo, Brasil)

Persulfato de aménio, Merk (S&o Paulo, Brasil)

TEMED (N, N, N’, N’ tetrametetilenodia,ina), Sigma (St Louis, EUA)

Tris, Sigma (St Louis, EUA)

Leite desnatado em pd Molico, Nestlé (Sdo Paulo), composi¢cao declarada:
gordura (1%), proteinas (36%), lactose (52%), sais minerais (8%), agua
(3%)
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2.1.6 Equipamentos e acessorios Principais

- Agitador magnético modelo 258, Fanen (Sao Paulo, Brasil)

- Agitador rotatorio tipo vortex, modelo 162, Marconi (S&o Paulo, Brasil)

- Aparelho de Cromatografia Liquida de alta eficiéncia (HPLC), modelo
SCL-1GA, acoplado a um detector de UV SPD-10AV e um programa de
computador Class VP, Shimadzu (MD, EUA)

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

- Autoclave horizontal, modelo speedclave Il 12L, Odontobras (S&o Paulo,
Brasil)

- Balancga analitica, modelo H20T, Mettler (Zurich. Suiga)

- Balanca analitica, modelo P1000N, Mettler (Zurich. Suica)

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

- Banho-maria, modelo 146, Fanen ( S&o Paulo, Brasil)

- Camara de Neubauer, Boeco (Hamburg, Alemanha)

- Centrifuga, modelo LS-3 plus, Celm (Sao Paulo, Brasil)

- Centrifuga refrigerada automatica modelo Super speed RC — 28, Sorvall
(newtown, Connecticut, EUA).

- Centrifuga refrigerada automatica, modelo: 5810R, Eppendorf, Alemanha.

- 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 (ilinois, EUA)

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

- Estufa de cultura Celular, modelo 3159, Forma Scientific (Marietta, Ohio,
EUA)

- Espectrofotdmetro, modelo ultraspec 2100 pro, Amersham Biosciences

(Uppsala, Suécia)
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Fluxo laminar classe Il A/B, modelo 1140. Forma Scientific (Marietta, Ohio,
EUA)

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

Fonte de alta tencdo para eletroforese EPS 600, GE-Healthcare
(Buckinghamshire, Inglaterra)

Freezer -20°C, modelo 0651, Prosd6cimo (Sao Paulo, Brasil)

Freezer -40°C, modelo AB240, Metalfrio (Sado Paulo, Brasil)

Freezer -80°C, modelo 8425, Forma Scientific (Marietta, Ohio, EUA)
Leitor de placas de microtitulagdo modelo MR400 (Dynatech, Bethesda,
EUA)

Medidor digital de pH, modelo 4202, Orion (Boston, MA, EUA)

Membrana de filtragado de 0,22um, Millipore (Bedford, MA, EUA)
Microscopio invertido, modelo ID 03, Carl Zeiss (Oberkochen, Alemanha)
Micro-centrifuga, modelo 5415P, Eppendorf (Hamburgo, Alemanha)
Refrigerador para cromatografia com duas portas de vidro, modelo 2201
combicoldrac Il, LKB, Bromma, Suécia

Sistema de estocagem de criotubos em nitrogénio liquido, Locator Jr.,
Thermolyne. (Dubuque, IA, EUA)

Sistema de eletroforese vertical modelo 220, Bio-Rad (Ca, EUA)

Sistema de purificagdo de agua Milli-Q plus, Millipore (Bedford, EUA)
Sistema de transferéncia Semi-seco Hoefer TE 70, GE-Healthcare

(Buckinghamshire, Inglaterra)
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2.1.7 Diversos

- Cilindro de COy, tipo 2,8, White Martins (Sao Paulo, Brasil)

- Filmes de raios-X Kodac X-OMAT (Kodak, Sr Louis, MO, EUA) para
radiografias do WB

- Membrana de nitrocelulose (Hybond-C), 0,45 Micron, Bio-Rad (Hercules,
CA, EUA)

- Dispositivo de Ultrafiltracdo Amicon Ultra-4. Membrana de Celulose

regenerada 3000 Daltons, 4mL. Millipore Corporation (Billerica, MA, EUA)
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2.2 Métodos

2.2.1 Cultura de células

Células de ovario de hamster chinés (CHO) transfectadas com o vetor
pEDdc-hPRL (Soares, 2000) foram cultivadas a 37°C com 5% de CO, em placa de
cultura de 10 cm de didmetro contendo 10 mL de meio de cultura a-MEM (Minimum
Essential Medium — Alfa Medium- GIBCO), gentamicina 40 pug/mL, soro fetal bovino
dialisado 10%, glicose (4 g/L), 100 nM de metotrexato (MTX), cuja fungao principal é
manter a pressao de selecdo, estimulando dessa forma a produgao de hPRL pelo
mecanismo da amplificacdo génica. As células, apds atingirem confluéncia, foram
ressuspensas utilizando uma solucao de tripsina 0,2% e redistribuidas em placas de
cultura. Apos atingirem 80% de confluéncia, o meio de cultura foi substituido pelo de

interesse contendo diferentes concentragdes da droga cicloheximida.

2.2.2 Influéncia da concentracdo de cicloheximida na producéo de
hPRL por células CHO em diferentes meios de cultura

Com base no trabalho realizado por Shelikoff et. al. (42), avaliamos a
influéncia da cicloheximida, um inibidor de sintese proteica, na expressdo das
isoformas glicosilada (G-hPRL) e nao-glicosilada (NG-hPRL) de hPRL
recombinante. Inicialmente foram realizados estudos sobre a influéncia da
cicloheximida em trés meios utilizados para cultura de células de ovario de hamster
chinés (CHO): a-MEM, CHO-S-SFM-Il (Serum Free medium - GIBCO) e CD-CHO
AGT (Serum Free Medium - GIBCO); e concentragdes de cicloheximida no intervalo
de 0 a 2ug/mL ( 0 pg/mL; 0,02 ug/mL ; 0,06 pg/mL ; 0,2 yg/mL ; 0,6 pg/mL ; 2
Mg/mL).
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2.2.3 Influéncia de fatores externos (temperatura e concentragcao de
CO,)

As células foram mantidas em estufas com diferentes condigdes de
temperatura (32°C e 37°C) e concentragdo de CO; (0,03% e 5%), utilizando
também diferentes concentragdes de cicloheximida, como mencionado no tépico

anterior.

2.2.4 Producgéo de G-hPRL

Com o objetivo de obter maiores quantidades de Prolactina Glicosilada
para posterior purificacdo, foram realizadas produg¢des em placas de 10 cm de
didmetro. Cerca de 1 milhdo de células foram semeadas em cada placa em meio o-
MEM até atingir 80% de confluéncia, quando se inicia a produgdo com 0 meio
apropriado e sem soro fetal bovino dialisado (SFBd). As coletas diarias do meio
condicionado, apos centrifugagdo e adicdo de inibidor enzimatico Pepstatina A (2
uM) (34), foram armazenadas em frascos a -80°C. Quando as células comegaram a
se desprender, a producao foi interrompida. Aliquotas de 1 mL das coletas diarias

foram separadas para analise por SDS-PAGE e Western Blotting.
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2.2.5 Concentracdo do meio e purificacdo da G-hPRL

A G-hPRL presente no meio de cultura condicionado foi concentrada e
purificada utilizando uma versdao modificada do método descrito por Soares et. al.
(47). O processo de purificagdo € composto basicamente por trés etapas: Uma
etapa de concentracdo e simultdnea purificacdo utilizando uma resina para
separagao por troca catibnica, a SP-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Sdo Paulo,
Brasil), uma segunda etapa intermediaria de concentragdo em membrana Millipore
Amicon Ultra-4 (celulose regenerada, 3000 Da) em centrifuga refrigerada por 30
minutos a 4000 rpm, seguido de cromatografia de exclusdo Molecular empregando
HPSEC como coluna preparativa. Na primeira etapa o pH do meio condicionado foi
ajustado para 5,0 utilizando acido acético glacial. O material foi entdo aplicado a
coluna com resina SP-Sepharose Fast Flow equilibrada em acetato de sédio 50 mM
(pH 5,0). A absorbancia em UV foi monitorada a 280 nm. Em seguida foi aplicado
novamente o tampao de equilibrio até a redugdo da absorbancia aos valores
iniciais.

Com o objetivo de eliminar impurezas foi aplicado o mesmo tampéao, agora
acrescido de NaCl (90 mM). A eluigdo de prolactina foi realizada em seguida
utilizando o tampao HEPES 25 mM (pH 8,0).

Diferentes fracbes contendo a proteina foram analisadas por HPSEC e
Western Blotting, e a fragcdo principal, apresentando maior quantidade de G-hPRL
foi concentrada em membrana Millipore Amicon Ultra-4 por centrifugacéo, e entéao
purificadas na mesma coluna HPSEC, funcionando desta vez como uma coluna

preparativa. O volume maximo aplicado foi de 500uL.
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2.2.6 Caracterizacédo Fisico-quimica

As isoformas de prolactina (hPRL glicosilada e hPRL nao glicosilada)
foram caracterizados mediante técnicas fisico-quimicas como SDS-PAGE, Western
Blotting, HPLC em fase reversa (RP-HPLC) e de exclusdo molecular (HPSEC), e

enviadas para o exterior para analise por espectrometria de massa (MALDI-TOF).

2.2.6.1 Anélise por SDS-PAGE

Foram realizadas analises do meio de cultura condicionado obtidos
durante a producdo em CHO e das fracdes resultantes das etapas de purificacdo da
hPRL mediante eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de Sdédio
(SDS-PAGE) (5; 41).

A eletroforese foi realizada utilizando-se gel de poliacrilamida 15% em
condicdo nao reduzida. O equipamento utilizado é um sistema de eletroforese
vertical Hoefer mini VE (Amershan Biosciences, Uppsala, Suécia), aplicando-se
uma corrente com intensidade de 35 mA. A duracdo aproximada da corrida é de 2

horas.

As amostras foram preparadas adicionando-se o tampao de amostra na
proporcao 1:4 sendo em seguida fervidas por aproximadamente 15 minutos.

A revelagao foi realizada imergindo o gel em solugdo fixadora contendo
50% de metanol, 10% de acido acético glacial e 40% de agua, sob leve agitagao

durante 1 hora. Apés a fixagao, a revelagcao pode ser feita de duas formas:
2.2.6.1.1 Revelagdo com comassie Brilliant Blue G-250:

E realizada com o gel imerso em solucdo corante composta por 0,25% de
azul de Coomassie (“Coomassie Brilliant Blue G-250"), 45% de metanol e 8% de
acido aceético por aproximadamente 15 minutos e a seguir, descorado em solugao
de acido acético 10% fazendo-se “lavagens” a cada 1 hora (3-4 vezes) e a

conservagao é feita em solugcéo de acido acético 1%.
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2.2.6.1.2 Revelagdo com nitrato de prata:

A técnica utilizada foi baseada na descrita por Wray et. al. (56) Apds a
fixagdo, o gel é submetido a 3 ciclos de lavagem alternando-se agua destilada e
deionizada com 50% metanol, sob agitacdo e com duragédo de 5 a 10 minutos para
cada lavagem. Apds a ultima lavagem com agua destilada e deionizada o gel é
incubado por 15 minutos sob agitagdo na solugcdo de nitrato de prata (nitrato de
prata 0,8%, NaOH 0,2 N, NH4,OH 0,2 N) recém preparada. Ao final da incubagao o
gel é lavado novamente duas vezes com agua destilada e deionizada e em seguida
mergulhado na solugédo reveladora (0,005% acido citrico, 0,05% formaldeido) recém
preparada. A partir desse momento a agitacdo passa a ser manual observando-se
cuidadosamente as bandas que devem surgir gradativamente (6 a 8 minutos).
Quando a intensidade desejada das bandas €& atingida o gel é imediatamente
mergulhado na solugéo fixadora para cessar a reagdo. Apds a revelagéo, o gel é
lavado 2 vezes ou mais com solucdo de 50% metanol, 10% acido acético e

conservando-a em solugdo com 40% metanol, 1% glicerol.
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2.2.6.2 Anédlise por Western Blotting

Para serem analisadas por Western Blotting, as amostras foram
submetidas a SDS-PAGE e, em seguida, a uma transferéncia semi-seca para
membrana de nitrocelulose (22 pum) realizada por eletroeluicdo e utillizando o
antissoro anti-prolactina humana produzido em coelho do NIDDK-NIH (Bethesda,
MD, USA).

Apos a transferéncia a membrana foi tratada por 10 minutos com tampéo
fosfato salina (PBS) contendo 5% de leite em p6 desnatado e liofilizado (Nestlé, Sdo
Paulo, Brasil), sendo incubada por 18h a temperatura ambiente com 50 mL de
antissoro diluido em PBS e 5% de leite em pd6. Apds a incubagdo com o antissoro,
foram realizadas 5 lavagens com PBS/5% de leite. A seguir, a membrana foi
incubada por uma hora com 50 mL de uma solugdo PBS-5% de leite contendo
400.000 cpm/mL de proteina A (Pharmacia, Uppsala, Suécia) marcada com %
(**1-Prot. A). Ao final dessa incubagdo, a membrana foi lavada com PBS por pelo
menos 6 vezes. Na sequéncia, foi deixada na estufa a 37°C até secar, sendo
posteriormente envolvida numa folha transparente de PVC, estando assim pronta
para a auto-radiografia. A exposicdo auto-radiografica, utilizando telas
intensificadoras, foi realizada a —-80°C. O tempo de exposicdo depende da
intensidade da resposta desejada, da atividade especifica da '251.Prot. A, da

afinidade e titulo dos anticorpos e da quantidade do produto a ser analisado.
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2.2.6.3 Anélise por espectrometria de massa (MALDI - TOF)

Uma amostra purificada e concentrada em resina SP-Sepharose Fast Flow
e HPSEC, contendo as isoformas glicosilada e ndo glicosilada da prolactina foi
enviada para determinagdo da massa molecular por espectrometria de massa
MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser Desorpition lonization time-of-Flight mass
spectrometry) no laboratério Commonwealth Biotechnologies, Inc. Richmond, VA,
EUA). A espectrometria de massa foi realizada em espectrémetro de massa
Voyager DE, operando de modo linear do ion positivo, utilizando o acido sinapinico

(AS) como matriz (solugao saturada de AS em 5% de acetonitrila).

2.2.6.4 Anélise por Cromatografia liquida de alta eficiéncia — HPLC

A avaliagao qualitativa e quantitativa da G-hPRL foi realizada por técnica
de cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular (HPSEC) e em
fase reversa (RP-HPLC) (40; 7; 45). Em ambas, a detecgao foi feita mediante luz
ultravioleta (UV), no comprimento de onda de 220 nm.

No caso da HPSEC, a técnica de eluicao foi isocratica utilizando como fase
movel o tampéo fosfato de sddio 0,02 M, pH 7,0 contendo cloreto de sédio 0,15 M,
sendo o fluxo de trabalho de 1,0mL/min.

Na RP-HPLC a coluna foi mantida a 42°C e foram usados na fase mével
71,3% de Tris 0,05 M, pH 7,0 e 28,7% de N-propanol. Sendo o fluxo de trabalho de
0,5 mL/min.

Tanto em HPSEC quanto em RP-HPLC a determinacdo do tempo de
retencdo e a quantificacido se fez comparativamente a preparacdo recombinante
IPEN de prolactina obtida em E. coli. e/ou do padrao internacional de prolactina
recombinante da Organizacdo Mundial de Saude (WHO), o CRS (Chemical

Reference Standard).
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2.2.7 Ensaios Bioldgicos

Foram realizados estudos avaliando a agao da prolactina glicosilada em
ensaios de proliferagao celular com células Nb2 e Ba/F3-LLP, linhagens prolactino-
dependentes, com receptores de prolactina murino e humanos, respectivamente.
Foram utilizados como referéncia o padrdo de hPRL-recombinante da WHO 97/714

e o pradrao de prolactina glicosilada também do WHO 98/580.

2.2.7.1 Bioensaio com células Ba/F3-LLP

As células Ba/F3-LLP sdo mantidas rotineiramente em suspensdo em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) inativado por
aquecimento (20 minutos a 45°C), 2 mM de glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50
Mg/mL de estreptomicina, 700 pg/mL de geneticina (G418) e 1 ng/mL de hPRL
recombinante (rhPRL). Antes de comecgar o ensaio de proliferagdo, as células séao
mantidas em meio sem prolactina e com 1% de SFB inativado por 4 a 6 horas,
depois distribuidas em placa de 96 pocos (50 x 10* células/poco) com um volume
final, incluindo a amostra, de 200 uL por poco. Depois de 72 h de incubagao a 37°C
e 5% de CO2, o numero de células viaveis é avaliado por coloragdo com MTS (6).
Brevemente, 2 mg/mL de MTS [3(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5(3-
carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-2H-tetrazolin (Promega Corp., Madison,
WI, USA)] dissolvidos em tampao fosfato-salina (PBS) € misturado na proporcao de
20:1 (vol/vol) com fenazina metosulfato (Sigma, St. Louis, MO, USA), 0.92 mg/mL
em PBS. Vinte microlitros da mistura sao entdo adicionados a cada poc¢o e apds 2h
de incubacdo a 37°C a absorbancia € lida no comprimento de onda de 490nm
utilizando um leitor de microplacas (Dynatech, Model MR4000, Chantilly, VA, USA).
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2.2.7.2 Bioensaio com células Nb2

As células Nb2 s&o mantidas rotineiramente em meio RPMI-1640
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino, 10% soro de cavalo castrado,
Penicilina (50 U/ mL), e 2-ME (Betamercaptoetanol) 5 mM em tampéo fosfato-salina.
Antes de comecar o ensaio de proliferagao, as células sdo mantidas por 8 horas no
meio de pré-ensaio, similar ao meio de crescimento, porém com redugao do SFB de
10 para 1%, constituindo o pré-ensaio. Depois deste periodo, o meio é centrifugado
e as células sao ressuspensas no meio de ensaio, sem SFB e com adicdo de
HEPES 0,015 M, sendo entdo distribuidas em placa de 96 pocos (20 x 10°
células/pogo) com um volume final, incluindo a amostra, de 200 yL por pogo. Depois
de 72 h de incubagdo a 37°C e 5% de CO,, o numero de células viaveis € avaliado

por coloragdo com MTS (6), da mesma forma descrita para as Células Ba/F3-LLP.
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3 Resultados

3.1 Influéncia da cicloheximida no cultivo.

Os estudos iniciais sobre a influéncia da concentracdo de cicloheximida
sobre a expressdo da hPRL foram realizados com meio a-MEM, a 37°C, em
incubadora com 5% de CO,. A Figura 4 exemplifica uma analise por Western
Blotting deste cultivo. Verifica-se que com o aumento da concentragcdo de
cicloheximida ocorreu a diminuicdo da quantidade da NG-hPRL e aumento da G-
hPRL, aumentando a relagcao G-hPRL/NG-hPRL. A melhor condigdo observada
para produgao foi na concentragdo de 0,6 pg/mL da droga, na qual a relagdo entre
as duas isoformas parece ser de 50% (1:1) e a viabilidade celular se manteve

estavel.

25 kDa (G-PRL)

23 kDa (NG-PRL)

Figura 4. Analise em Western Blotting de 15 uL dos meios de cultura coletados no quarto dia de
producédo em placas de seis pogos; 1-6, analise de meio de cultura com diferentes concentragbes de
cicloheximida: 1. Oug/mL; 2. 0,02 yg/mL; 3. 0,06 ug/mL; 4. 0,2 ug/mL; 5. 0,6 pg/mL; 6. 2 yg/mL.
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A condicéo referéncia de producdo de prolactina (Meio a-MEM, 10% de
soro fetal bovino dialisado, metotrexato 100nM, 37°C, 5% CO,) foi comparada com
outras condigbes (+MTX, + SFBd) na presencga ou nao de 0,6 ug/mL cicloheximida
(Figura 5). Observamos que a utilizagdo de soro fetal bovino dialisado (SFBd)
aumenta a expressdo de hPRL, porém dificulta sua posterior purificacao.

Observamos também que a utilizagcdo de metotrexato ndo parece ser um fator

decisivo na produgao, podendo nao ser utilizado.
1 2 3 4 5 6

25 kDa (G-PRL)
23 kDa (NG-PRL)

Figura 5. Analise em Western Blotting de 15 pyL dos meios de cultura coletados no quarto dia de
producgdo. 1. hPRL de referéncia produzida em E.coli; 2. a-MEM + 0,6 pg/mL cicloheximida; 3. o-
MEM + 0,6 ug/mL cicloheximida + MTX; 4. a-MEM + MTX + Soro Fetal Bovino dialisado; 5. o-MEM +
MTX; 6. a-MEM + 0,6 ug/mL cicloheximida + Soro Fetal Bovino + MTX.
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3.2 Influéncia da concentracado de cicloheximida na producéo de G-
hPRL em outros meios e condi¢fes de cultura.

Com base no resultado obtido com o meio a-MEM, experimentos similares
foram realizados com outros dois meios de cultura: CD-CHO e CHO-S-SFM-II sem

nucleosideos, Figura 6 e 7, respectivamente.

1 2 3 4 5 6 7

25 kDa (G-PRL)
23 kDa (NG-PRL)

Figura 6. Analise por western blotting de hPRL presente no quarto dia de coleta utilizando o meio de
cultura CD-CHO a 37°C com 5% CO,; 1 a 6, analise do meio de cultura com diferentes

concentragdes de cicloheximida: 1. 0 ug/mL; 2. 0,02 pg/mL; 3. 0,06 pg/mL; 4. 0,2 ug/mL; 5. 0,6
png/mL; 6. 2 pg/mL; 7. Prolactina humana de referéncia produzida em E.coli.

1 2 3 4 5 6 7

25 KDa (G-PRL)
23 KDa (NG-PRL)

Figura 7. Analise por western blotting de hPRL presente no quarto dia de coleta utilizando o meio de
cultura CHO-S-SFM-II a 37°C com 5%CO.,. 1. Prolactina humana de referéncia produzida em E.coli;
2-7; analise do meio de cultura com diferentes concentracdes de cicloheximida: 2. 0 yg/mL ; 3. 0,02
pg/mL ; 4. 0,06 pg/mL ; 5. 0,2 pg/mL ; 6. 0,6 pg/mL ; 7. 2 pg/mL.
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Observamos que na utilizacdo desses meios também ocorre uma redugao
significativa da expressao de NG-hPRL, e que diferentemente do observado com o
meio a-MEM, a G-hPRL também apresentou uma queda na expressao.

Em experimentos paralelos avaliamos a influéncia da temperatura e
presenca de CO,. Optamos por iniciar esses estudos com o meio CHO-S-SFMII,
por ser um meio comercial amplamente usado no cultivo de células CHO e que nao

necessita da adigao de soro, cujos resultados estdo apresentados na Figura 8.

25 KDa (G-PRL)
23 KDa (NG-PRL)

Figura 8. Analise por western blotting de hPRL presente no quarto dia de coleta na presenga de
diferentes concentragdes de cicloheximida. A. Meio CHO-S-SFM-II a 32°C/5% CO,; B. Meio CHO-S-
SFM a 32°C/0% CO.. 1. Prolactina de referéncia produzida em E.coli; 2. 0 yg/mL ; 3. 0,02 yg/mL ; 4.
0,06 pg/mL ; 5. 0,2 pg/mL ; 6. 0,6 pg/mL ; 7. 2 pg/mL; 8. a-MEM 37°C/5% CO, e 0 pg/mL.



31

Observamos que na temperatura de 32°C com 5% CO; (Figura 8A) a banda
correspondente a G-hPRL, diferentemente do observado a 37°C (Figura 7), tende a
manter sua intensidade com o aumento da concentragdo de cicloheximida,
apresentando uma significativa redugdo da NG-hPRL na presenca de 2 pg/mL
dessa droga. Nessa condigdo percebemos também, com maior evidéncia, a
presenca de uma banda intermediaria entre a NG-hPRL e G-hPRL, ja observada
antes (Figura 7), o que nao foi observado na Figura 8B (32°C sem CO,).

Os resultados obtidos comparando diferentes meios e condi¢gbes de cultivo
foram interessantes, entretanto ndo levaram a grandes melhoras em comparacéao
com os dados da Figura 4. Com o objetivo principal de obter e caracterizar a G-
hPRL, optamos por seguir nosso trabalho utilizando meio a-MEM, de menor custo,
nas condigdes padrdes de cultivo: 37°C e 5%CO,. Um estudo mais profundo sobre
a influéncia do meio e condi¢cdes de cultivo na expressdo de prolactina e suas

isoformas podera ser realizado em projetos futuros.
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3.3 Acéao dacicloheximida sobre a viabilidade celular e producao de
prolactina

Analisamos a produgao diaria com concentragdes de 0,6 pg/mL, 2 yg/mL e
0 pg/mL de cicloheximida comparando produg&o de prolactina e viabilidade celular.
Na Figura 9 sédo apresentadas fotografias da cultura celular e Western Blotting das
respectivas coletas diarias.

Podemos observar que na presenca de 0,6 ug/mL de cicloheximida as
células permanecem confluentes e viaveis até pelo menos o décimo dia de coleta
podendo chegar a 20 dias, sem altera¢gdes morfologicas, similarmente ao observado
na cultura sem a utilizagdo da droga. Porém, quando utilizamos a concentragéo de
2 uyg/mL, apds o oitavo dia, a maioria das células ja ndo esta mais aderida a placa,
indicativo de que ocorreu morte celular. A analise por western blotting da prolactina
produzida nessa condigao (2 pg/mL) mostra uma queda na produgéo de prolactina
durante as coletas, reflexo direto da diminuicdo de células viaveis durante o cultivo
(Figuras 9C.1 e 9C.2).

Com relagao a produgao de G-hPRL, sem a utilizacdo da droga ha uma
estabilidade na produgado tanto da isoforma ndo-glicosilada quanto da isoforma
glicosilada, com predominio da isoforma n&o-glicosilada em todos os dias de coleta,
correspondendo a ~90% da prolactina total produzida (Figura 9 A.2). No cultivo com
0,6pug/mL ha um aumento da producdo da isoforma glicosilada, como ja relatado
anteriormente, enquanto ocorre um decréscimo da isoforma nao glicosilada. Pode-
se observar que ha uma porcentagem de G-hPRL superior a 50% apds o 4° dia de
producao, diferentemente do que acontece na produgcdo com 2ug/mL, onde ha
predominancia inicial da isoforma glicosilada da prolactina, correspondendo a ~80%

da prolactina total produzida, porém durante um periodo mais limitado de cultivo.
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A2 hPRL1 2 345 6 7 8

X100
B2 hPRLL 2 3 4 5 67 8 9 10

CA1 o ~ C2 hPRL1 2 345 6 7 8

Figura 9. Al, Bl e C1, foto das células, em microscépio invertido (aumento de 100x), aderidas na
placa, cultivadas em o-MEM, a 37°C e com 5% de CO,, no décimo dia de coleta, com Oug/mL,
0,6pug/mL e 2ug/mL de cicloheximida, respectivamente. A2, B2 e C2, western blotting
correspondente as analises diarias da prolactina produzida, sendo hPRL, a prolactina de referéncia
produzida em E. coli e 1 a 10 as coletas do 1° ao 10° dia, respectivamente.
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3.4 Anélise comparativa mediante HPSEC de producdes com e sem a
utilizacao de cicloheximida

Foi realizado um estudo mediante HPSEC com o objetivo de analisar os
perfis cromatograficos e a relagao entre as isoformas glicosilada e nao-glicosilada
presentes em produg¢des com a utilizagao de 0,6 ug/mL e 0 uyg/mL de cicloheximida.

Na Figura 10, o tempo de retengdo das isoformas presentes no padrao
CRS da WHO (Figura 10 C) confirmam a presenga da G-hPRL e NG-hPRL nas
producdes com e sem cicloheximida. A analise comparativa entre os
cromatogramas A e B permite determinar a relagdo entre as areas das duas
isoformas com e sem tratamento com cicloheximida, servindo para avaliar a relagao

quantitativa entre essas isoformas:

Fig. 10 A com cicloheximida: G-hPRL/NG-hPRL= 5,455
Fig. 10 B sem cicloheximida: G-hPRL/NG-hPRL= 0,605

Por esses dados podemos medir um incremento de aproximadamente 10
vezes na relagdo G-hPRL/NG-hPRL decorrente do tratamento com cicloheximida,

além de confirmar a identidade da isoforma glicosilada de hPRL.
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Figura 10. Analise por HPSEC de fra¢des coletadas apds concentragdo e purificagdo mediante
cromatografia com SP-Sepharose Fast Flow. A. Perfil cromatografico derivado de produgao
utilizando 0,6 pg/mL de cicloheximida; B. Perfil cromatografico derivado de produgdo sem utilizagao
de cicloheximida; C. Padréo de hPRL recombinante da WHO, Chemical Reference Standard (CRS).
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3.5 Concentracao e Purificacao

A prolactina produzida em placas de 10 cm de diametro com meio a-MEM,
sem SFBd, com 0,6pg/mL de cicloheximida, incubada a 37°C com 5% CO,, foi
coletada diariamente por 10 a 20 dias, sendo utilizadas de 10 a 15 placas para cada
producdo. Um exemplo de analise por RP-HPLC da hPRL produzida no meio de
cultura é apresentado na Figura 11. Como a hPRL se apresenta diluida no meio de
cultura, 10 mL do meio inicial foram concentrados até 0,6 mL (16,7 vezes) em filtro
Amicon Ultra (MILLIPORE) para analise e quantificacdo mediante HPLC de fase
reversa (RP-HPLC). Para cada 1 mL de meio foi calculado 0,09 pg (~52,3% da PRL
total) da isoforma n&o glicosilada e 0,082 ug (~47,7% da PRL total) da isoforma

glicosilada.
100— i
§ “ G-hPRL
g ¢ NG-hPRL :
=)
3 .
nooop 4 0
noob o R
’utlwk
o la
0 5 10 15 20 25 30

minutos

Figura 11. Andlise por HPLC de Fase Reversa do meio de cultura obtido durante processo de
producéo de hPRL na presenca de 0,6 ug/mL de cicloheximida.
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Com base nos trabalhos de Price et. al. (34) e Soares et. al. (47),

resolvemos utilizar a cromatografia de troca catibnica SP-Sepharose Fast Flow

como primeira etapa de purificagao, pois além de uma purificagao parcial, essa

resina concentra a hPRL presente no meio de cultura. Um exemplo de analise por

Western Blotting das amostras coletadas durante uma produgéo, assim como o

perfil cromatografico dessa primeira etapa de purificagdo e analises das fragdes

principais que compdem o pico de eluicdo de hPRL sdo apresentados na Figura 12.

A tabela 1 apresenta exemplos de dados quantitativos relativos a prolactina obtida

durante essa primeira etapa de purificagao.

Tabela 1. Quantificagdo por HPSEC da fragdo principal de prolactina eluida
cromatografia com a resina SP-Sepharose Fast-Flow.

da

Prolactina presente na frag&o principal (5mL)

Purificagdo Vi do meio (mL) PRL Total (ug) NG-hPRL G-hPRL % G-hPRL
A 1771,3 100,0 38,5 61,5 61,5
B 420,0 66,5 19,0 47,5 71,4
C 605,0 114,0 41,0 73,0 64,0

Vi — Volume inicial
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A C
#29 #30
6 7 8

25 kDa (G-PRL)
23 kDa (NG-PRL)

B D w9 130
1 2 3 45678 9

I*r_l_

Fracbes Coletadas

Figura 12. A- Western Blotting analisando amostras tratadas com 0,6 pg/mL de cicloheximida
coletadas durante a produgédo em meio a-MEM 37°C/ 5% CO,. 1. Prolactina de referéncia produzida
em E.coli; 2 a 10. Coletas do dia 1 ao dia 9; B- Perfil cromatografico obtido na purificagdo da hPRL
presente no meio de cultura de CHO mediante cromatografia com resina SP-Sepharose Fast Flow;
C- SDS-PAGE analisando diferentes fragdes do pico de eluicdo; 1. Prolactina de referéncia
produzida em E.coli; 2. Amostra inicial; 3. #25; 4. #26; 5. #27; 6. #28; 7. #29; 8. #30; 9. Material ndo
absorvido pela coluna; D- Western Blotting analisando diferentes fragbes do pico de eluigéo; 1.
Padréo; 2. Amostra inicial; 3. #25; 4. #26; 5. #27; 6. #28; 7. #29; 8. #30; 9. Material ndo retido na
coluna.
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3.5.1.1 Analise do eluato de SP-Sepharose Fast Flow por RP-HPLC

Um exemplo de analise por RP-HPLC das fragdes obtidas da purificagao
na cromatografia de troca catidnica utilizando a resina SP-Sepharose Fast Flow é
apresentado na Figura 13. Podemos observar que a fragdo #27 contém ~17,2% de
NG-PRL e ~82,8% de G-PRL, a fragdo #28, ~55,2% de NG-PRL e ~44,8% de G-
PRL, e a fracdo #29 ~83,3% de NG-PRL e ~16,7% de G-PRL, mostrando a
tendéncia da isoforma glicosilada eluir antes da ndo glicosilada nessa etapa de
purificagdo por troca catibnica, tendéncia confirmada pela analise por SDS-PAGE

destas mesmas fragdes (Figura 14 ).
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Figura 13. Analise por HPLC de Fase Reversa das diferentes fragdes do pico principal obtidas da
purificagdo do meio condicionado em cromatografia por troca catibnica utilizando a resina SP-
Sepharose Fast Flow. A- Fragao #27; B-Fragao #28; C- Fragao #29 (ver Figura 14).
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64 K Da
44 K Da

30 K Da
25 KDa (G-PRL)
23 KDa (NG-PRL) —

22 K Da

14 K Da

Figura 14. Analise por SDS-PAGE de diferentes fragdes do pico principal obtidas da purificagdo do
meio condicionado em cromatografia por troca catiénica utilizando a resina SP-Sepharose Fast Flow;
1. Marcador de peso molecular + Prolactina de referéncia produzida em E.coli; 2. #26; 3. #27; 4. #28;
5. #29; 6. #30; 7. #31.
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3.5.1.2 Anélise do eluato de SP-Sepharose Fast Flow por HPSEC

Um exemplo de analise por HPSEC das principais fracbes obtidas da
purificacdo em cromatografia por troca catiénica utilizando a resina SP-Sepharose
Fast Flow é apresentado na Figura 15. Observamos que a maior parte da prolactina
glicosilada foi eluida na fragao 27 (#27), Figura 15B.

Sais
presentes
na amostra

g

B Sais
presentes
54 na amostra
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a0] C presentes
na amostra
30 ‘/
fTis5 19720

T T T T T
5} 5 10 15 0 25 20
min

Figura 15. Analise por HPSEC de fragbes obtidas da purificagdo em cromatografia por troca
catidnica utilizando a resina SP-Sepharose Fast Flow. A. #26; B. #27; C. #28.
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3.5.2 Utilizagdo da HPSEC como coluna preparativa

Os resultados das analises por RP-HPLC e HPSEC das fragcbes obtidas da
cromatografia por troca catibnica utilizando a resina SP-Sepharose Fast Flow
mostraram que as duas técnicas foram eficientes na separagcdo das fracbes de
hPRL glicosilada e nao glicosilada. Considerando que na separacao por RP-HPLC,
a amostra € eluida com tampao contendo 71,3% de Tris 0,05 M, pH 7,0 e 28,7% de
N-propanol, que pode interferir na estabilidade da G-hPRL, assim como nas
analises fisico-quimicas e bioldgicas, optamos por utilizar a HPSEC como segunda
etapa de purificagao da G-hPRL.

Um exemplo da utilizagdo da HPSEC na separacdo da G-hPRL é
apresentado na Figura 16. A analise por Western Blotting das fragbes coletadas
confirma a identidade das isoformas glicosilada e ndo glicosilada de hPRL, a boa
resolugao obtida e que as fragdes 3 e 4 (Figura 16 C) sao praticamente constituidas
por G-hPRL pura.

A0
A .

Sais
presentes

754 na amostra

o a 10 15 Z‘U 25 30
B C
s hax Intensity @ 1,135 430
RS Time 19491 Inten. 5716 3 4 5 8 9 10

25000 000

1022 566

Figura 16. A. Perfil cromatografico da fragdo 29 aplicada em HPSEC (500uL); B. Perfil
cromatografico esquematico identificando as fragdes coletadas da HPSEC; C. Fragdes coletadas em
B analisadas por western blotting.
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3.5.3 Introducédo de uma etapa intermediaria de concentracao

As duas etapas de purificagdo, troca catibnica e HPSEC, possibilitaram o
isolamento da G-hPRL (Figura 16), porém em concentragdes relativamente baixas
(1 a 2ug de G-hPRL/mL). Como o volume maximo de amostra aplicado na HPSEC
nas nossas condi¢des esta limitado a 500 uL, e como a fragao principal contendo G-
hPRL obtida da SP-Sepharose Fast Flow é de 5000 uL, resolvemos introduzir uma
etapa intermediaria de concentragdo por centrifugagcdo utilizando o sistema de
concentragdo Millipore Amicon Ultra-4, que se mostrou eficiente, permitindo, de
forma facil e rapida, obter concentragcdes de 10 vezes ou mais, com perdas
relativamente baixas de G-hPRL, da ordem de 10% (Figura 17).

Com a introducao dessa etapa de concentragao, foi possivel isolar fragdes

de G-hPRL da ordem de 10 pug/mL, utilizadas nos estudos de caracterizacao.
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Figura 17. Analise por HPSEC da etapa de concentragéo utilizando sistema Millipore Amicon ultra-4.
A. 500 uL da fracdo principal resultante da 1° etapa de purificagdo utilizando a resina de troca
catibnica (SP Sepharose Fast Flow); B. 50 uL da fragao total de 500 uL, concentrada 9 vezes; C.
Anadlise de 500uL fragdo nao retida pela membrana de celulose contendo moléculas menores que
3000 Da, no volume final de 4000 pL.
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3.6 Caracterizacao da G-hPRL

3.6.1 Andlise por HPLC

Exemplo de caracterizagdo fisico-quimica da G-hPRL purificada é
apresentado na Figura 18. A concentragdo de G-hPRL foi estimada considerando o
valor médio mensurado por HPSEC (9,2 ug/mL) e RP-HPLC (7,2 pg/mL), ou seja:
8,2 ug/mL +/- 17,2%.
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Figura 18. Analise por HPSEC (A) e RP-HPLC (B) da G-hPRL purificada. As setas indicam a
posi¢do da G-hPRL utilizada como referéncia em corridas paralelas.
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3.6.2 Anélise por SDS-PAGE e Western Blotting

Amostras derivadas das etapas de purificacdo foram analisadas por SDS-
PAGE e Western Blotting (Figura 19) e comparadas aos padrdées de hPRL
recombinante da Organizagdo Mundial de Saude (WHO) obtido a partir de células
C127: Chemical Reference Standard (CRS), que contém as duas isoformas; a G-
hPRL da WHO; e a prolactina de referéncia IPEN, produzida em E.coli. Observamos
no SDS-PAGE que a G-hPRL IPEN apresenta uma banda principal praticamente na
mesma posi¢do da G-hPRL WHO, e por apresentar uma quantidade maior de

material, possibilita também a visualizagado de outras bandas préximas.

L
25kDa (G-PRL) |
23 kDa (NG-PRL)

Figura 19. A. SDS-PAGE revelado por prata; B. Analise por Western Blotting; 1. Prolactina de
referéncia produzida em E.coli; 2. Meio de cultura condicionado; 3. Fragédo obtida da 1° etapa de
purificagdo e concentragdo (SP-Sepharose Fast Flow); 4. Fragdo obtida da etapa de purificagdo por
HPSEC; 5. G-hPRL WHO; 6. hPRL-WHO (CRS).
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3.6.3 Ensaios Bioldgicos com células Ba/F3-LLP e Nb2

Foram realizados estudos avaliando a agdo das isoformas da hPRL (G-
PRL e NG-PRL) em ensaios de proliferagao celular em células Nb2 e Ba/F3-LLP,
células prolactino-dependentes, com receptores de prolactina murino e humano,

respectivamente.

A Figura 20 apresenta exemplos de curvas de proliferagdo celular obtidas
utilizando como amostras a hPRL recombinante WHO (Padrdo 97/714) com
atividade especifica estimada em 57,2 Ul/mg, G-hPRL recombinante da WHO
(Padrao 98/580) com atividade especifica estimada em 16 Ul/mg e a prolactina
glicosilada purificada IPEN (G-hPRL-IPEN). As poténcias da G-hPRL produzida no
IPEN e da G-hPRL da WHO estimadas nos dois ensaios bioloégicos com base no

padrao 97/714 sao apresentadas na Tabela 2.
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Figura 20. Exemplo de ensaio in vitro baseado em células Ba/F3-LLP (A) e Nb2 (B). Sao
comparadas as curvas do padrdo de hPRL recombinante da WHO 97/714 (A),G-hPRL-IPEN (m) e
padrdo de G-hPRL recombinante da WHO 98/580 (v).
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Tabela 2. Poténcias da G-hPRL produzida no IPEN e da G-hPRL da WHO estimadas nos dois
bioensaios (Ba/F3-LLP e Nb2). Cada valor é resultante da média de dois ensaios bioldgicos (n=2).

Nb2 Ba/F3-LLP
Ul/mg CV% Ul/mg CV%

G-hPRL-IPEN 11,12 +-4,1% | 11,19 +/- 13,8%

G-hPRL-WHO 19,3 +/-16,8% | 24,54 +/- 21,0%

3.6.4 Determinacao da massa molecular relativa por espectrometria de
massa (MALDI - TOF)

As massas moleculares relativas (Mr) das isoformas glicosilada e nao-
glicosilada de prolactina foram determinadas por espectrometria de massa MALDI-
TOF (Figura 21). Foi analisada uma amostra parcialmente purificada contendo as
duas isoformas de hPRL (G-hPRL e NG-hPRL) obtidas apds purificagcdo por SP-
Sepharose Fast Flow e HPSEC. Para a prolactina nao-glicosilada (NG-hPRL),
obtivemos uma massa molecular de 22888,85 Da, e para a glicosilada (G-hPRL),

foram encontradas massas moleculares relativas entre 24640,46 e 25891,01 Da.
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Figura 21. Analise por espectrometria de massa (MALDI-TOF) da preparagao parcialmente
purificada contendo as isoformas G-hPRL e NG-hPRL.
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4 Discussao

A G-hPRL é uma das isoformas mais comuns de hPRL e relativamente
pouco estudada, entre os poucos trabalhos cientificos que focalizam a sintese e a
caracterizagao da G-hPRL recombinante podemos destacar o trabalho de Shelikoff
et. al. (42) que analisou a influéncia de diferentes inibidores de sintese proteica
sobre a sintese da G-hPRL recombinante produzida por células C127 e o trabalho
de Price et. al. (34) utilizando as mesmas células C127 descreve a obtencgao,

purificacdo e a caracterizacdo da G-hPRL.

Com base nos resultados obtidos por Shelikoff et. al. (42), a cicloheximida,
um inibidor da sintese proteica, foi a droga que apresentou maior efeito sobre o
aumento da sintese de G-hPRL. Entdo, resolvemos verificar se esses dados seriam
reproduzidos em nosso clone. O resultado desses primeiros experimentos esta
exemplificado na Figura 4. Neste experimento, utilizando o mesmo meio de cultura
descrito em Soares et al. (47), foi confirmado o efeito da cicloheximida no aumento
da sintese da G-hPRL, ao mesmo tempo que ocorreu um decréscimo significativo
na sintese da NG-hPRL. Confirmamos também que a mesma concentracédo de 0,6
ng/mL, como reportado por Shelikoff, foi a que obtivemos melhores resultados no
nosso estudo. Outro resultado apresentado na Figura 5, também utilizando 0,6
pg/mL de cicloheximida, desta vez porém comparando com a presenga de
metotrexato (MTX) e soro fetal bovino dialisado (SFBd), confirmou claramente o

aumento da G-hPRL em relagdo a producido sem cicloheximida. A proporcao entre
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G-hPRL e NG-hPRL parece se manter independente da presenca do SFBd e do
MTX. A presenca do SFBd, embora aumente a sintese da hPRL, nao foi utilizado
durante a producéo, pois sua presenga aumenta a sintese de proteinas totais, o que
dificulta a purificagdo da hPRL. O MTX nao foi necessario durante a produgao ja
gue sua presenga no meio de cultivo nao refletiu no aumento significativo na sintese
de hPRL, confirmando que o clone apds o processo de selecdo e amplificagcao
génica se mostrou estavel. Esses primeiros resultados foram importantes para
viabilizar esse projeto, porém, estudos complementares foram necessarios para
confirmar e quantificar melhor esses dados. Lembramos que as amostras
analisadas se referem a coleta no quarto dia de produgao e que o western blotting é
limitado como técnica quantitativa, considerando ainda que n&o sabemos se o
anticorpo utilizado reconhece com a mesma eficiéncia a G-hPRL e a NG-hPRL.
Podemos observar na Figura 4, que a relagdo G-hPRL/NG-hPRL também
foi alta na presenca de 2 ug/mL, porém, nessa condigdo a duragao do cultivo ficou
muito limitada, pois essa concentracdo foi tdxica para as células, conforme
podemos observar na Figura 9C1 e C2. A Figura 9 também mostra a analise da
producado de hPRL durante coletas diarias nas concentragdes de 0; 0,6 e 2 ug/mL
de cicloheximida. Observamos que apos o quarto dia ocorreu aumento na sintese
da hPRL, como se fosse necessario um tempo de adaptacido da célula a presenca
da droga. No entanto, a produgcdo de G-hPRL, referente a coleta do primeiro dia
(Figura 9 B2), € menor quando comparada a NG-hPRL. De acordo com Shelikoff et.
al. (1994) a cicloheximida provavelmente aumenta a ocupacdo do sitio de
glicosilagédo da prolactina por inducéo seletiva de proteinas que alteram o processo
de glicosilagcéo. Esta droga reduz a taxa de elongagao do ribossomo, em cédons por
segundo, através do mRNA, consequentemente reduzindo a taxa, em aminoacidos
por segundo, em que um polipeptidio individual de prolactina é translocado através
da membrana do reticulo endoplasmatico, aumentando o tempo de exposi¢cdo do
sitio de glicosilagdo a oligosacariltransferase, que se localiza no lumen do reticulo.
E de se esperar entdo que a populacdo de moléculas de prolactina secretadas por

uma unica célula tenha uma maior fragéo de proteina glicosilada (42).
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Para quantificar o incremento sobre a sintese da G-hPRL em relagao a
isoforma NG-hPRL, apos tratamento das células com cicloheximida foi analisado
por HPLC de exclusdo molecular (HPSEC) a prolactina produzida nas duas
condigbes de cultivo: a) 0,6 ung/mL e b) 0 ug/mL de cicloheximida. Como essa
técnica ndo tem sensibilidade suficiente para detectar diretamente a prolactina
presente no meio de cultura, analisamos amostras obtidas ao longo de dez dias de
producao e que foram concentradas apdés a primeira etapa de purificacdo em
cromatografia de troca catidnica (SP-Sepharose Fast Flow). A Figura 10 resume
essa analise. Utilizamos como referéncia o padrdo de hPRL recombinante CRS da
WHO (Figura 10C), essa preparagao contém as duas isoformas G-hPRL e NG-
hPRL purificadas a partir do meio condicionado das células C127. Com base no
tempo de retencdo de cada isoforma, ja previamente identificadas (36),
identificamos em nossas amostras os picos correspondentes a G-hPRL e NG-hPRL.
A comparagao entre as areas desses picos permitiu determinar um incremento de
aproximadamente 10 vezes na relagdo G-hPRL/NG-hPRL, assim como um
incremento em valor absoluto de 12,5 a 47,5 ug de G-hPRL (~4 vezes). Claramente
essa avaliacdo tem limitagdes, como por exemplo, erros de medida que podem
decorrer da influéncia de outros picos de proteinas presentes na amostra ou perdas
de hPRL durante a etapa de concentracéo/purificacdo e/ou estocagem mas,
certamente, € um método quantitativo mais exato quando comparado as analises
por Western Blotting e/ou SDS-PAGE, as quais foram utilizadas como metodologia
por Shelikoff et. al. (1994).

Também foi utilizada HPLC de fase reversa (RP-HPLC) para determinar a
quantidade de G-hPRL no meio de cultura. Essa técnica tem a vantagem de separar
melhor as isoformas G-hPRL e NG-hPRL (45) dos contaminantes presentes no
meio, porém, a sensibilidade dessa técnica ainda € um obstaculo para avaliar a
quantidade de G-hPRL diretamente no meio de cultura. Para contornar esse
problema concentramos o meio de cultura, o que permitiu determinar a quantidade
de G-hPRL presente durante a producao, conforme apresentada na Figura 11.

Realizamos alguns experimentos para avaliar o efeito da cicloheximida em

diferentes meios de cultura (Figuras 6 e 7). Com o meio CD-CHO observamos uma
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diminuigdo bem acentuada na sintese da hPRL total em resposta ao aumento da
concentracado de cicloheximida e a relagdo G-hPRL/NG-hPRL parece nao ter sido
alterada de forma significativa (Figura 6). Com o meio CHO-SFM Il observamos um
aumento na relacdo G-hPRL/NG-hPRL, mas a prolactina glicosilada aparentemente
sofreu uma redugcdo em valor absoluto com o aumento da concentracdo de

cicloheximida.

Considerando alguns dados da literatura, os quais relatam que a redugao
da temperatura tem um efeito benéfico sobre a produgéo de proteinas heterdlogas
em células (22; 9; 11; 43), e sabendo que a prolactina é bastante sensivel a
temperatura (48), realizamos alguns experimentos avaliando o efeito da diminuicao
da temperatura de cultivo sobre a sintese de hPRL nas células CHO (Figura 8A).
Observamos nesta condicao (32°C/5% CO;) que a banda correspondente a G-
hPRL, diferentemente do observado a 37°C (Figura 7), tende a manter sua
intensidade com o aumento da concentragcdo de cicloheximida. Nesta condigao
percebemos também, com maior evidéncia, a presenca de uma banda intermediaria
entre a G-hPRL e NG-hPRL.

A influéncia da porcentagem de CO, durante o cultivo parece ser outro
fator que influencia a produtividade. Yoon et. al. (57) e Oliveira et. al. (31) relatam o
aumento da produtividade de eritropoietina e da tireotrofina recombinante humana
(hTSH), respectivamente, com a retirada do CO, durante a produgdo, ambos
utilizaram células CHO. Realizamos também alguns estudos avaliando a ag¢ao do
CO; (Figura 8B), e verificamos que a utilizagdo do meio SFM-II, a 32°C e sem a
adicdo de CO; ocasionou a eliminagcédo da banda intermediaria observada na Figura
8A e nao percebemos um aumento significativo na relagdo G-hPRL/NG-hPRL.

Os resultados obtidos comparando os diferentes meios de cultura,
temperatura e concentracdo de CO, apresentaram dados interessantes os quais
merecem ser investigados posteriormente. Para dar continuidade ao nosso trabalho,
optamos pela utilizagdo do meio a-MEM suplementado com glicose, pelo fato de ser

um meio ja utilizado em nossos trabalhos (47) e apresenta um menor custo. A
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temperatura de 37°C e 5% CO, foi mantida por ndo apresentar isoformas

intermediarias de G-hPRL e por serem condi¢des utilizadas de rotina no laboratdrio.

Como mencionado anteriormente, na primeira etapa de purificagcdo
optamos por utilizar uma cromatografia de troca catibnica (SP-Sepharose Fast
Flow), como descrito por Price et al.,(34) e Soares et al. (47; 46). Essa resina além
de purificar parcialmente, também apresenta a vantagem de concentrar a prolactina
presente no meio de cultura. Outra alternativa seria utilizar uma cromatografia por
afinidade a metais imobilizados (IMAC) (50; 48), utilizada na purificagcdo de hPRL
presente no espacgo periplasmico de bactérias, Ueda et. al. (50). Neste trabalho foi
comparado as duas metodologias, onde a IMAC apresentou uma recuperagao
maior, 76 a 86% contra 45 a 67% obtidos com a troca catibnica (SP-Sepharose Fast
Flow). Essa metodologia (IMAC) foi testada por nés (dados nao apresentados),
porém, além da prolactina eluir em volumes maiores, apresentando portanto, uma
menor concentragdo, apresentou uma maior presenga de contaminantes quando
analisada por SDS-PAGE. Também apresentou a desvantagem de ndo ser eficiente
na purificagdo de analogos de hPRL, como por exemplo o analogo S179D-hPRL,
gue nao se liga a essa resina (52). Um exemplo de purificagdo utilizando a resina
SP-Sepharose Fast Flow é apresentado na Figura 12. Na analise das fragdes
eluidas (Figuras 13 e 14). Observamos que a G-hPRL apresenta uma tendéncia em
eluir antes da NG-hPRL. Outro aspecto pratico que percebemos nessa etapa de
purificacdo é a presenca de volumes superiores a 600 mL, sendo a recuperagao da
PRL proporcionalmente menor (Tabela 1). Talvez isto se deva a demora na eluigéo
da amostra, que durante esse tempo permanece em pH 5.0, facilitando a

degradacéo da PRL.

A técnica de RP-HPLC apresentou uma eficiente separagdo das isoformas
(Figura 13), mas o fato da eluigdo ocorrer em tamp&o contendo 71,3% de Tris
0,05M, pH 7,0 e 28,7% de N-propanol, diferente do utilizado em ensaios biolégicos
e analises fisico-quimicas, implica na adicdo de uma etapa de dialise, o que pode

introduzir grandes perdas. Considerando isso, optamos por utilizar a HPSEC
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preparativa como segunda etapa de purificagdo, em modo isocratico, utilizando
como fase movel o tampao fosfato de sédio 0,02 M, pH 7,0 contendo cloreto de
sédio 0,15 M, o qual pode estar presente nos ensaios bioldgicos e nas analises
fisico-quimicas, com excec¢do do MALDI-TOF, eliminando a etapa de dialise (Figura
16).

O processo de purificagao utilizando duas etapas: troca catiénica e HPSEC
demonstrou ser pratico e rapido, mas apresentou limitagcbes com relacédo a
concentragéo final de G-hPRL. O rendimento também foi comprometido em troca de
uma separagao mais eficiente, pois em cada etapa se faz necessaria a escolha de
fracbes onde ha minima interferéncia da isoforma nao-glicosilada da prolactina.

Entao foi introduzida uma etapa intermediaria de concentragdo em sistema
Amicon Ultra-4 da Millipore, de celulose regenerada e porosidade de 3000 Da. Este
sistema demonstrou ser de grande eficiéncia, chegando a concentrar 10x a amostra,
com perdas relativamente baixas, como mostra a Figura 17.

A caracterizacido e pureza da G-hPRL obtida pdde ser confirmada através
das técnicas HPSEC, RP-HPLC, SDS-PAGE e Western Blotting, sempre em

comparagao ao padrao da Organizacdo Mundial de Saude (Figuras 18 e 19).

As massas moleculares relativas das isoformas glicosilada e nao-
glicosilada de prolactina foram determinadas por espectrometria de massa MALDI-
TOF (Figura 21). Para a prolactina n&o-glicosilada (NG-hPRL), obtivemos uma
massa molecular de 22888,85 Da, sendo a tedrica de 22898 Da (46). Esse valor,
com uma diferenga de 0,04% com relagdo ao tedrico, confirma os dados de
espectrometria de massa ja obtidas em nosso laboratério para essa isoforma de
22888 Da (hPRL obtida em E. coli) (46), de 22927 Da (hPRL obtida em CHO) (46) e
de 22,905.8 Da (hPRL obtida em E. coli, determinada por eletro spray) (48). Para a
G-hPRL, foram encontradas massas moleculares entre 24640,46 e 25891,01 Da.
Uma variagcdo analoga da massa molecular da G-hPRL também foi relatada por
Price et. al. (34). Nesse trabalho a G-hPRL recombinante obtida de células C127 foi
analisada por espectrometria de massa eletro spray, apresentando valores de

massa entre 24864 e 25588 Da. Essas diferencas de massa talvez possam ser
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resultantes de diferentes padrdoes de glicosilagcdo devidos talvez ao processo de

cultivo e/ou a diferentes linhagens celulares.

A Figura 20 exemplifica as curvas obtidas nos ensaios bioldgicos de
proliferacdo celular utilizando células Nb2 e Ba/F3-LLP. E importante ressaltar que
pela primeira vez o ensaio com células Ba/F3-LLP foi utilizado na analise da
bioatividade da G-hPRL e que os resultados obtidos com essas células que contém
receptores humanos para PRL foram similares aos obtidos com as células Nb2, os
quais contém receptores murino para PRL.

Embora as amostras de G-hPRL-IPEN e G-hPRL-WHO apresentem
paralelismo de resposta nas curvas obtidas nos dois tipos de ensaios bioldgicos, a
G-hPRL-IPEN apresentou aproximadamente 60% da bioatividade da G-hPRL-WHO.
Essa atividade € inferior aquela relatada por Soares et. al. (47), onde se declara que
a atividade bioldgica da G-hPRL é de 16,5 Ul/mg +/- 32,5%. Essa diferenga de
atividade pode ser devida a varios fatores, como mudanca do padrdo de
glicosilagdo causada em fungdo da linhagem celular, pelo tratamento com
cicloheximida ou pelo processo de cultivo, perdas da atividade durante o processo
de purificagdo ou estocagem, diferentes metodologias utilizadas na avaliagdo da
amostra e variacao estatistica.

O presente trabalho também cria novas ferramentas e abre caminho para
estudos futuros avaliando outros fatores que possam influenciar a expressdo de
hPRL glicosilada e/ou néao-glicosilada, como por exemplo condigdes de cultivo,
utilizacdo de células adaptadas para crescer em suspensdo, ou agao de outras
drogas, como butirato de sdédio, que estimulam a expressdo de proteinas
recombinantes. Além disso, esse método pode ser aplicado para purificagao das
formas glicosiladas de antagonistas de prolactina, também produzidas em nosso
laboratorio (46) e com potencial agdo anti-tumoral. A obtengdo de G-hPRL pura
também possibilita os estudos in vivo relacionados com biodistribuicdo e
“clearance”, assim como estudos sobre a composi¢ao e estruturas de carboidratos

desta molécula.
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5 Conclusao

= Os resultados obtidos confirmam dados da literatura, e mostram a forte
influéncia da cicloheximida sobre a expressédo das isoformas de hPRL: com
0,6ug/mL a produgdo da G-hPRL aumenta enquanto a NG-hPRL é reduzida

drasticamente.

= A utilizagdo de 2,0 ug/mL de cicloheximida, apesar de aumentar a relagdo G-
hPRL/NG-hPRL e inicialmente ser mais eficiente que a concentracdo de
0,6ug/mL, demonstrou ser toxica as células, diminuindo a sobrevida celular e,

consequentemente o tempo de cultivo.

= Parte dos problemas relacionados aos rendimentos do processo de
purificacdo foram minimizados adicionando uma etapa de concentracio

intermediaria.

= A estratégia de purificagdo original desenvolvida nesse trabalho, utilizada
possibilitou a obtencdo de G-hPRL com alta pureza, em concentragao da
ordem de 10ug G-hPRL/mL, permitindo sua caracterizagao fisico-quimica e

bioldgica conforme proposto para o presente trabalho.

= Os ensaios biologicos utilizando células Ba/F3-LLP e Nb2 confirmaram

menor poténcia bioldégica da prolactina glicosilada em relagdo a néao
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glicosilada, ja discutida na literatura (35), e que a preparagao glicosilada
IPEN apresentou aproximadamente 60% da bioatividade da preparacao
WHO.

O presente trabalho cria novas ferramentas para estudos futuros avaliando
outros fatores que possam influenciar a expressao de hPRL glicosilada e/ou
nao-glicosilada, como condigdes de cultivo utilizando células adaptadas para
crescer em suspensao, ou a agao de outras drogas, como butirato de sédio,

que estimulam a expressao de proteinas recombinantes.

Esse método pode ser aplicado para purificagdo das formas glicosiladas de
antagonistas de prolactina também produzidas em nosso laboratério e com

potencial agcao anti-tumoral.

A obtencdo de G-hPRL pura possibilita também estudos in vivo relacionados
com biodistribuicdo, “clearance”, etc.; assim como estudos mais profundos

sobre glicosilagao, avaliando a composigao e estruturas de carboidratos.
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