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INTRODUGAO

O grupo de pesquisa sobre hormdnios
hipofisarios do Centro de Biotecnologia do
IPEN, possui vasta experiéncia na
expressao de proteinas recombinantes em
células de mamiferos e Dbactérias
Escherichia coli [1-2]. Células derivadas de
ovario de hamster chinés (CHO) e de rim de
embrido humano (HEK293) séo
amplamente utilizadas para expressao de
proteinas recombinantes, tanto em culturas
aderentes como em suspensao, pela
faciidade de serem cultivadas e
apresentarem altos niveis de expressao [3].
Neste projeto foram utilizadas células
HEK293 adaptadas para o crescimento em
suspensao, chamadas de Expi293F ™, para
a expressao transiente da tireotrofina
humana (hTSH).

A tireotrofina € um hormoénio pituitario
heterodimérico que possui duas
subunidades unidas nao covalentemente (a
e B) que atua na regulagdo de fungdes da
tireoide, como a captacéo de iodo, inducéao
da producédo de hormoénios tireoidianos (T3
e T4) e crescimento da glandula [4]. Esta
pesquisa se justifica, pois apds revisao da
literatura constatamos que nao ha relatos
sobre a expressdo da tireotrofina em
células humanas em suspensdo, o que
podera contribuir para um produto muito
similar ao hipofisario humano quanto aos
padrdes de glicosilagao.

Estas caracteristicas nos impulsionaram a
estudar essa metodologia quanto aos niveis
de expressdo e caracterizacdo fisico-
quimica.

OBJETIVO

O trabalho teve como objetivo a expressao
da tireotrofina humana (hTSH) em células
Expi293™ cultivadas em suspensdo e sua
caracterizagao fisico-quimica.

METODOLOGIA

As subunidades a e B do hTSH foram
inseridas no vetor pcDNA 3.4 TOPO®
separadamente. Apos amplificacdo na cepa
DH5a, 15 pg de cada plasmideo purificado
foram utilizados para transfectar 75 x 10°
células Expi293F™ em 30 mL de meio em
um erlenmeyer de 125 mL, usando 81 pL
do agente transfectante Expifectamine™.
Apos 16 horas da transfeccdo, foram
adicionados 150 yL do enhancer1 e 1,5 mL
do enhancer 2 no meio transfectado. A
cultura foi mantida por dois dias em uma
incubadora a 37 °C, 8% de CO, sobre um
agitador orbital ajustado para 125 rpm.

O meio condicionado foi coletado no
segundo dia apdés a transfeccdo e
armazenado até o momento da purificagao
a -80 °C. As células, o agente transfectante,
o vetor, os enhancers e o meio de cultura
utilizados neste trabalho fazem parte do kit
Expi293™ expression system®
(ThermoFisher Scientific). Para a analise da
expressdo de hTSH foram realizados
eletroforese em gel de poliacrilamida 15%
em condicdo ndo reduzida (SDS-PAGE) e
andlise do meio condicionado em
cromatografia liquida de alta eficiéncia em
fase reversa (RP-HPLC) e de excluséo
molecular (HPSEC), comparando com o
produto comercial expresso em células
CHO (Thyrogen, Genzyme).



RESULTADOS

A analise em SDS-PAGE confirmou a
presenga de hTSH (28 a 30 kDa) no meio
condicionado coletado apos dois dias da
transfeccdo com os plasmideos contendo o
cDNA das subunidades a e B do hTSH
(Figura 1A). A expressao foi quantificada
por RP-HPLC (Figura 1B). A concentragcéo
no meio foi de 76,95 + 16,05 yg hTSH/mL
(n = 2) no segundo dia de produgédo. O pico
coletado da RP-HPLC foi analisado por
HPSEC e o tempo de retengcédo de 17,8 min
foi o mesmo do padrao comercial
Thyrogen® (Genzyme) produzido em
células CHO (Figura 1C), confirmando a
identidade do produto hTSH.
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Figura 1. (A) SDS-PAGE do meio condicionado de
células Expi293™ transfectadas com pcDNA 3.4
TOPO® hTSH a e pcDNA 3.4 TOPO® hTSH B. 1)
Marcador de massa molecular; 2) meio condicionado
contendo hTSH (12. Produgao); 3) meio condicionado
contendo hTSH (22. Produgéo); 4) padrdao comercial
de hTSH (Thyrogen®, Genzyme). (B) Cromatograma
do meio condicionado analisado em RP-HPLC. (C)
Cromatograma obtido em HPSEC do pico coletado
da RP-HPLC. A seta em azul indica o tempo de
retencao do padrao comercial de hTSH.

Enquanto no sistema de cultivo em
suspensao de células Expi293F ™
utilizamos 120 mL de meio condicionado
em dois dias, a produgao correspondente
para células HEK293T aderentes
necessitaria de 3000 mL em cinco dias [5].
Além da reducado do tempo de producdo e
da manipulacdo para obtencdo da

quantidade necessaria e suficiente de hTSH
para futuras analises in vivo e in vitro.

CONCLUSOES

A expressao de hTSH em células humanas
Expi293F™ em suspensao foi obtida com
sucesso. As analises por técnicas fisico-
quimicas confirmaram o tamanho, os niveis
de expressao e a identidade do produto.
Estudos futuros serdo conduzidos para a
producao e purificacdo da proteina em
maior escala visando a caracterizacdo da
cadeia de glicanos.
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