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PURIFICAÇÃO DE HORMÔNIO DE CRESCIMENTO HUMANO 

RECOMBINANTE OBTIDO NO ESPAÇO PERIPLÁSMICO DE 

Escherichia coli, VISANDO SUA APLICAÇÃO CLÍNICA 

João Ezequíel de Oliveira 

RESUMO 

Neste trabalho é descrito um procedimento de purificação de seis 

etapas, com altos rendimentos, para a preparação do hormônio de crescimento 

humano (rec-hGH) secretado no espaço periplásmico bacteriano, com grau 

farmacêutico, fornecendo detalhes da otimização de cada etapa de purifícação. 

Ênfase particular é dada às recuperações do hormônio e à eliminação 

máxima dos contaminantes devido à célula hospedeira. A estratégia adotada, 

além de usar uma precipitação e cinco etapas cromatográfícas numa seqüência 

particularmente efíciente, baseou-se também nos perfís resultantes dos ensaios 

imunoradiométricos das proteínas de E. coli para cada etapa cromatográfíca. 

Uma recuperação total de rec-hGH maior do que 40 %, com uma 

concentração de proteínas de E. coli abaixo de 10 ppm é descrita pela primeira 

vez. Foram também estudadas em detalhes a exatidão da quantifícação de 

hGH e de proteína total, especialmente nas primeiras etapas do processo e a 

eliminação máxima de formas alteradas de hGH. Para estes fíns a HPLC de 

exclusão molecular e fase reversa mostraram-se ferramentas analíticas 

extremamente valiosas. Testes adicionais foram realizados mostrando a pureza 

farmacêutica do produto e a manutenção de sua atividade biológica. 



PURIFICATION OF RECOMBINANT HUMAN GROWTH 

HORMONE SECRETED IN Escherichia coli PERIPLASMIC 

SPACE, FOR CLINICAL APPLICATION 

João Ezequiel de Oliveira 

ABSTRACT 

A six step, high-yield purification procedure for the preparation of 

clinical grade recombinant human growth hormone (rec-hGH) secreted in 

bacterial periplasmic space is described, providing details concerning the 

optimization of each purification step. 

Particular emphasis is given to hormone recovery yields and maximum 

contaminant host cell elimination. The strategy adopted, in addition to using 

one precipitation and five chromatographic steps in a particularly efficient 

sequence, was also based on running E. coli proteins - immunoradiometric 

assay profiles righ after each chromatographic elution. Thus, an overall rec-

hGH recovery higher than 40 %, with a final concentration of E. coli proteins 

below 10 ppm is described for the first time. The accuracy of hGH and total 

protein quantification, especially in the early steps of the process, and the 

maximum elimination of hGH-related forms were also studied in detail. For 

these purposes size-exclusion and reversed-phase HPLC were found to be 

extremely valuable analytical tools. Additional tests were carried out showing 

the pharmaceutical purity of the product and maintenance of its biological 

activity. 
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1 - INTRODUÇÃO 

Nas duas últimas décadas, um número crescente de proteínas para uso 

clínico, em humanos, têm sido produzidas por tecnologia de DNA 

recombinante. 

A produção de uma proteína recombinante não é um processo "limpo" 

como a síntese química de uma macromolécula, com quantidades limitadas de 

subprodutos. Muitos agentes estão presentes no extrato cru inicial e precisam ser 

seletivamente removidos. A proteína de interesse, dependendo do organismo 

hospedeiro (bactérias, leveduras, células de mamíferos, baculovírus), pode 

representar uma parcela pequena quando comparada à quantidade de material 

estranho presente, podendo estar na forma solúvel ou insolúvel. Em sistemas de 

expressão bacterianas, um dos principais usados para a produção de proteínas 

terapêuticas, elas podem corresponder a 5% - 25 % da proteína total presente no 

material inicial além de em geral estarem em uma concentração muito 

baixa. Consequentemente, o isolamento do produto alvo, bem como sua 

purificação, são elementos críticos dos processos biotecnológicos. Nesses, o 

processo de purifícação representa uma das etapas mais complexas e de maior 

custo Sendo assim, é desejável estabelecer estratégias adequadas para a 

obtenção da proteína de interesse que garantam que sua recuperação seja alta e 

seu nível de pureza adequado. Para planejar um processo otimizado de 

purifícação é preciso combinar adequadamente metodologias diversas que 

separem eficientemente as proteínas de acordo com as diferenças de suas 

propriedades físico-químicas (Tabela 1). Um protocolo eficiente de purifícação 

deve explorar alguns princípios gerais dessas técnicas cromatográfícas. Assim 

sendo, uma cromatografía de exclusão molecular é adequada após uma de troca 



iónica, uma vez que os principios de separação da proteína para esses dois 

métodos são complementares. No caso do método de interação hidrofóbica, 

cujos principios são significativamente diferentes daqueles envolvidos em outras 

técnicas cromatográfícas, é conveniente ser realizada após uma cromatografía de 

troca iónica ou após um fracionamento com sulfato de amonio, urna vez que a 

interação hidrofóbica é mais forte quanto mais a concentração de sal aumenta 
(11,52) 

Tabela 1: Propriedades físico-químicas da proteína e técnicas cromatográfícas 

usadas durante a purifícação de uma proteína recombinante. 

PROPRIEDADE DA PROTEÍNA TÉCNICA CROMATOGRÁFICA 

Tamanho Exclusão Molecular 

Carga Troca Iónica 

Hidrofobicidade Interação Hidrofóbica 
Fase Reversa 

Afinidade Biológica Afínidade 

Força de van der Waals, ligações de 
hidrogênio, momento dipolo 

Adsorção 



A proteína recombinante de uso terapêutico cujo processo de purificação é 

objeto do presente estudo é o liormônio de crescimento. Suas principais 

aplicações são no tratamento do nanismo, da deficiência parcial do hormônio dc 

crescimento, em casos de severas debilitações (convalescências, situações pós-

cirúrgicas, AIDS, etc), em queimaduras graves, na osteoporose e em casos de 

deficiência renal ou cardíaca. 

O hGH (Figura 1) é um polipeptídeo com 191 aminoácidos secretado pela 

hipófise anterior, possui um peso molecular de 22 kDa e exibe atividade 

somatogênica e lactogênica. A primeira é induzida via receptor de hGH e a 

segunda via receptor de prolactina. Sua estrutura terciária é caracterizada por um 

arranjo antiparalelo de quatro hélices com conexões entre as hélices formadas 

por alças de tamanhos diferentes. Uma alça grande conecta a hélice 1 e 2, uma 

região curta conecta a hélice 2 e 3 e uma grande conecta a hélice 3 e 4. Duas 

pontes dissulfeto estão presentes: uma entre as cisteínas Cys^^ (da alça entre a 

hélice 1 e 2) e Cys''^^ (da hélice 4) e outra próxima a cisteína Cys'^^ e Cys^^^ do 

terminal carboxyl. As pontes dissulfeto são elementos importantes da seqüência 

primária da proteína que conferem estabilidade à estrutura molecular. 

Até aproximadamente 1980, a extração do hGH era realizada a partir da 

glândula hipofisária humana, que é produtora e armazenadora deste hormônio. 

Neste tipo de procedimento há sérios riscos de contaminação por \inis ou príon 

(doença de Creutzfeld-Jacob, hepatite, AIDS, etc) além de dificuldades ético-

legais na obtenção das hipófises de cadáveres. 
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Figura 1 - Estrutura primária da molécula de hormônio de crescimento 

humano segundo RoswaII e cois 

Avanços tecnológicos recentes, especialmente da biologia molecular, 

possibilitaram a produção, mediante técnicas de DNA recombinante, do 

hormônio de crescimento humano (rec-hGH), denominado internacionalmente 

Somatropina. 

Na literatura encontra-se descrita a expressão do rec-hGH em bactérias 

6 , 1 6 , 1 7 , 2 8 , 3 0 , 3 1 , 3 2 , 3 3 , 3 9 ) ^ igyeduras {Sacharomíces cerevisae) ^^^^ e em células de 

mamíferos ^^^''^^l 

A molécula sintética de hGH recombinante produzida em bactérias 

geneticamente modificadas pode ser estocada em forma insolúvel como corpos 

de inclusão citoplásmicos, que devem ser solubilizados e renaturados ou 



excretada diretamente para o meio de cultura ou ainda secretada no espaço 

periplásmico graças á introdução de uma sequência sinalizadora adequada '̂ 

no vetor de expressão construído. No primeiro caso, o produto obtido é o 

metionil-hGH, ou seja o produto natural acrescido de uma metionina inicial 

codificada pelo "starting codon" ATG, que representa o sinal para o início de 

síntese proteica. No caso do hGH recombinante secretado e estocado no 

periplasma ou excretado para o meio, a molécula possui a estrutura e a 

conformação corretas, sendo idêntica à molécula natural (autêntica), sem a 

metionina adicional N-terminal. O hormônio de crescimento humano autêntico 

também foi obtido mediante adição de uma extensão amino-terminal, 

posteriormente removida mediante exopeptidase 

Um grau de pureza extremamente elevado é necessário para proteínas 

recombinantes utilizadas "in vivo" como fármacos, sendo necessário reduzir a 

presença de alguns contaminantes para níveis praticamente indetectáveis. Os 

contaminantes são constituídos pelos derivados do sistema de expressão 

(proteínas da célula hospedeira, endotoxinas ou DNA residual) ou pelas 

variantes da proteína de interesse derivadas de modificações covalentes 

(oxidação, desamidação, clivagem proteolítica, agregação) ou não covalentes 

(agregação não covalente, desnaturação) que podem aparecer durante o processo 

de produção. Com relação às modificações covalentes, pode ocorrer oxidação 

das metioninas presentes na molécula ou ainda aparecer formas desamidadas 

quando as asparaginas (Asn''*^ e/ou Asn^^^) isomerizam para formar ácido 

aspártico (Asp) ou iso-aspártico (iso-Asp), aumentando a carga negafiva. Quanto 

aos agregados, eles resultam, ao menos na forma solúvel, do processamento 

incorreto de ligações dissulfeto '̂̂ \̂ 



Para a Somatropina injetável, para uso humano, as farmacopéias européia 

e brasileira regulamentam que a presença destes contaminantes seja 

mantida dentro dos seguintes limites: 6% para dimeros e formas de alto peso 

molecular, 13% para formas desamidadas e sulfóxidos, 5 unidades de 

endotoxina (EU) por miligrama de produto, 10 partes por milhão (ppm) de 

proteínas de E. coli, 5 partes por milhão (ppm) de DNA bacteriano e níveis 

indetectáveis de tetraciclina (que é freqüentemente adicionada ao meio de 

fermentação) '̂ 

A purifícação do hormônio de crescimento humano recombinante tem 

sido estudada por vários autores mas nenhum deles 

reportou dados descrevendo uma alta recuperação do rec-hGH quando diversas 

etapas são usadas para reduzir a ECP a limites permissíveis. 

Entre os autores que se referem ou a rendimentos ou a pureza 

farmacêutica, Fryklund e colaboradores ^̂ ^̂  e Flodh ^̂"̂^ declararam uma enorme 

redução do nível de ECP, cerca de 20 vezes, (de >200 ppm para < 10 ppm), 

quando adicionaram duas etapas de purificação (uma troca iónica e uma 

precipitação) ao esquema original de três etapas (duas trocas iónicas e uma 

filtração molecular). Estes autores, entretanto, não fazem referência à 

recuperação do hGH nesses dois esquemas de purificação. Cabe aqui lembrar 

que, diferentemente do nosso que é derivado de secreção periplásmica, o hGH 

purificado por estes autores era de origem citoplásmica. Por outro lado, Becker e 

Hsiung referem-se a uma recuperação de 71% para a purificação do hGH 

secretado no periplasma de E. coli empregando uma etapa de filtração molecular 

e uma de troca iónica. Nesse caso entretanto, o produto só foi analisado 

eletroforeticamente, do ponto de vista de pureza em formas de hGH, nada sendo 

mencionado sobre o nível de contaminação por ECP. O fato que apenas duas 



etapas cromatográfícas foram usadas nesse processso de purifícação sugere que 

este produto não estava pronto para uso humano. Já Niimi objetivando o 

desenvolvimento fiituro de um produto com grau de pureza farmacêutica, 

descreveu um esquema de purificação, para o metionil-hGH secretado no 

citoplasma bacteriano, de 4 etapas (uma precipitação, uma troca iónica, uma 

cromoeletrofocalização e uma fíltração de exclusão molecular). A recuperação 

declarada pelo autor foi de 19 %, não sendo entretanto mencionado o nível 

obtido de ECP contaminante, apenas tendo sido mostrada a pureza eletroforética 

do produto fínal, mencionando que as ECP foram eliminadas etapa por etapa. 

Lefort e colaboradores partindo de meio de cultura de uma linhagem tumoral 

de células de rim de macaco transformadas, reportaram rendimentos 

cumulativos de rec-hGH de 28 - 48 % dependendo do uso ou de Octyl ou de 

Phenyl Sepharose como primeira coluna de um processo de purifícação de três 

etapas cromatográfícas. Também nesse trabalho a análise da pureza do produto 

baseou-se exclusivamente em estudos eletroforéticos clássicos. 

Os outros autores citados não mencionam nem os 

rendimentos obtidos e nem a eliminação de ECP. 

A estas razões se deve o objetivo do presente trabalho, cuja meta é estudar 

as condições ideais de purifícação do hormônio de crescimento humano 

recombinante que permita a obtenção de um produto com grau de pureza 

farmacêutica, mantendo ainda ahos rendimentos de produção. 



2 - MATERIAL E METODOS 

2.1-MATERIAL 

2.1.1 - Cepa de E. coli produtora de hGH 

A fração periplásmica usada como material de partida para a purifícação 

do hGH foi preparada a partir de bactérias Escherichia coli Kl2 (cepa RRl) 

transformadas com vetor de expressão, construído em nosso laboratório, no qual 

o gene de hGH (cDNA) está sob controle do promotor X-PL '̂ 

2.1.2-Padrão de hGH 

o r padrão internacional para Somatropina (hormônio de crescimento 

humano recombinante) WHO 88/624, com atividade específíca de 3 lU/mg ^̂ '̂ \ 

foi gentilmente doado pelo "National Institute for Biological Standards and 

Control" (South Mimms, Inglaterra). 

2.1.3 - Reagentes 

- Acetato de amonio, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

- Acetonitrila, grau HPLC, Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA); 

- Ácido acético, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

- Ácido bórico, p.a., QM (São Paulo, Brasil); 

- Ácido clorídrico, p.a., CAAL (São Paulo, Brasil); 

- Ácido etilenodiaminotetracético (sal dissódico) (EDTA), Carlo Erba, (São 

Paulo, Brasil); 

- Ácido fosfórico, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

- Agar-Agar purifícado para bacteriología, Merck (São Paulo, Brasil); 



Bicarbonato de amonio, p.a., Riedel-de Haèn (Seelze, Alemanha); 

Caseína de hidrólise ácida, DIFCO (São Paulo, Brasil); 

Cloreto de cálcio dihidratado, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

Cloreto de cobre II, p.a., Reagen (Rio de Janeiro, Brasil); 

Cloreto de sódio, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

Extrato de levedura para microbiología, DIFCO (São Paulo, Brasil); 

Fosfato de sódio bibásico, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

Fosfato de sódio monobásico, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

Glicose, p.a., CAAL (São Paulo, Brasil); 

Hidróxido de sódio, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

lodeto de potássio, p.a.. Cario Erba (São Paulo, Brasil); 

Molibdato de sódio, p.a., Merck (Rio de Janeiro, Brasil); 

n-propanol, grau HPLC, Mallinckrodt (Phillipsburg, EUA); 

Sacarose para uso em meios de cultura bacteriológicos, Difco (São Paulo, 

Brasil); 

Sulfato de amonio, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

Sulfato de cobalto II (heptahidratado), p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

• Sulfato de ferro II (heptahidratado), p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

• Sulfato de magnésio, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

• Sulfato de manganês (monohidratado), p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

• Sulfato de potássio, p.a., Merck (São Paulo, Brasil); 

• Sulfato de zinco (heptahidratado), p.a., Merck (Rio de Janeiro, Brasil); 

• Tetraciclina, Sigma (St. Louis, EUA), 

• Triptona, Difco (São Paulo, Brasil); 

• Tris (hidroximetil) aminometano, p.a., Merck (São Paulo, Brasil). 

• Tween 20, Sigma (St. Louis, EUA); 
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2.1.4 - Resinas cromatográfícas 

- DEAE Sepharose Fast Flow (DEAE-FF), Pharmacia Fine Chemicals, 

(Uppsala, Suécia); 

- Q-Sepharose Fast Flow (Q-FF), Pharmacia Fine Chemicals, (Uppsala, Suécia); 

- Phenyl Sepharose CL4B (Phenyl-CL4B), Pharmacia Fine Chemicals, 

(Uppsala, Suécia); 

- Sephacryl S-100 high resolution, Pharmacia Fine Chemicals, (Uppsala, 

Suécia); 

- Sephadex G-lOO medium, Pharmacia Fine Chemicals, (Uppsala, Suécia). 

2.1.5 - Equipamentos e acessórios 

- Agitador rotatório tipo Vortex, modelo 162, Marconi (São Paulo, Brasil); 

- Agitador magnético modelo 258, Fanem (São Paulo, Brasil); 

- Aparelho de cromatografia líquida de aUa eficiência (HPLC), modelo 2350, 

V4, ISCO (Lincoln, EUA); 

- Aparelho Milli-Q-plus, purificador de água, Millipore (Bedford, EUA); 

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

- Balança analítica, modelo H20T, precisão de 0,01 mg, Mettler (Zurich, Suíça); 

- Banho-maria, modelo 112, Fanem (São Paulo, Brasil); 

- Bomba peristáltica modelo P-1, Pharmacia LKB (Uppsala, Suécia); 

- Centrífuga refrigerada automática, modelo Super Speed RC-2B, Sorvai 

(Newton, EUA); 

- Coletor de frações, modelo Frac-200, Pharmacia Fine Chemicals, (Uppsala, 

Suécia); 

- Coluna para HPLC de exclusão molecular TSK G2000 SW (60 cm x 7,7 mm 

D.I.), tamanho das partículas 10 jxm e poros de 125 A e pré-coluna SW (7,5 

cm x 7,5 mm D.I.), Tosohaas (Montgomeryville, EUA); 
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Coluna para HPLC de fase reversa C4, 214 TP54 (25 cm x 4,6 mm D.I.), 

diâmetro dos poros 300 Â e tamanho das partículas de 5 )im e pré-coluna 214 

GK54 (5^, 1,0 cm X 4,6 mm D.I.), Vydac (Hesperia, EUA); 

Colunas cromatográfícas XK 50/100 (100 cm x 5,0 cm D.I.), XK 26/40 (40 cm 

X 2,6 cm D.I.) e XK 16/40 (40 cm x 1,6 cm D.I.), Pharmacia Fine Chemicals, 

(Uppsala, Suécia); 

Contador gama tipo "poço", com troca automática de amostra, modelo Cobra 

auto-gama, eficiência aproximada para '̂ ^I de 80 %, Packard Instrument 

Company (Illinois, EUA); 

Destilador de água, modelo 016, Fabbe-Primar (São Paulo, Brasil); 

Espectrofotômetro, modelo PQMII, Cari Zeiss (Oberkochen, Alemanha); 

Estufa de esterilização e secagem, modelo 315 SE, Fanem (São Paulo, Brasil); 

Fermentador New MBR (Zurich, Suíça), 

Freezer -20° C, Prosdócimo (São Paulo, Brasil); 

Freezer -80° C, modelo 8425, Forma Scientific (Marietta, EUA); 

Máquina para produzir gelo picado, modelo EGE 150, Everest (Rio de Janeiro, 

Brasil); 

Medidor digital de pH, modelo 420A, Orion (Boston, EUA); 

Placas de microtitulação com ñindo em "U", Dynatech (Chantilly, EUA) 

Refrigerador duplex, modelo 320 clear, Brastemp (São Paulo, Brasil); 

Refiígerador com porta de vidro Modelo VE 730M, Metalfrio (São Paulo, 

Brasil); 

Refiígerador para cromatografia com duas portas de vidro, modelo 2201 

combicoldrac II, LBK (Bromma, Suécia); 

Shaker incubador, série 25, New Brunswick Scientific Co. Inc. (Edison, EUA). 
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2.2 - MÉTODOS 

2.2.1 - Fermentação 

Para a preparação do inoculo a cepa produtora de hGH, armazenada a 

-80° C, é semeada em placa de Petri contendo meio LB/agar com tetraciclina 

(12,5 ^ig/mL) e incubada, aproximadamente por 16 horas, em estufa a 30° C. 

Após o crescimento das bactérias, uma colonia é extraída da placa e adicionada 

a 400 mL de meio LB/tetraciclina e incubada a 30° C, em Shaker, sob agitação 

de 300 rpm, até atingir uma absorváncia em comprimento de onda de 600 nm 

(Aôoo) de aproximadamente 0,4. O conteúdo total desse inoculo é utilizado para 

a fermentação. Vários desses inóculos são preparados, sendo utilizado um 

volume correspondente a 16 % do volume total a ser fermentado. A fermentação 

se dá em um fermentador de 20 litros, sob condições seletivas (12,5 |Lig/mL de 

tetraciclina), a uma temperatura de 30°C. Utiliza-se para o cultivo o meio de 

cultura HKSn, descrito por Jensen e colaboradores ^^ \̂ duas vezes concentrado, 

que consiste de: triptona (20 g/L); extrato de levedura (10 g/L); caseína (4 g/L); 

sulfato de potássio (3,1 g/L); sulfato de magnesio (0,8 g/L) e cloreto de cálcio 

(0,08 g/L). É também adicionada uma mistura contendo traços dos metais Fe, 

Mn, Zn, Mo, B, Co e K (160 ^iL/L). Como fonte de carbono utiliza-se ghcose, 

adicionada em quantidade de 1,2 g/L h, desde o inicio do processo, durante 5 

horas, em um fluxo constante (60 mL/h). Após cerca de 5 horas, quando a A^oo 

está em tomo de 5, dá-se inicio á ativação aumentando-se a temperatura para 

42°C. A fermentação continua nesta temperatura por um período de 6 horas. 

Após a determinação da absorváncia (A^oo), todo o volume de suspensão 

bacteriana (V) é coletado e deixado em repouso, em banho de gelo, até o 

processamento do choque osmótico. 
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Durante todo o processo de fermentação o pH (7,2), a temperatura, a 

aeração e o nivel de espuma são automaticamente controlados enquanto a 

agitação e a tensão de oxigênio dissolvido (DOT) são manualmente controlados, 

assegurando um DOT de aproximadamente 40 %. A cada hora, leituras de AÔOO 

são realizadas em um espectrofotômetro. 

Meios de cultura e soluções utilizadas: 

a) Meio de cultura LB: 

Extrato de levedura 5,0 g 

NaCl 10,0g 

Triptona 10,0 g 

H2O destilada qsp 1000 mL 

b) Meio de cultura LB/Agar: 

Agar 15 g 

Meio de cultura LB 1000 mL 

c) Meio de cultura HKSIL 

Extrato de levedura 5,0 g 

Triptona 10,0 g 

Caseína 2,0 g 

K2SO4 3,1 g 

Mg SO4.7H20 0,8 g 
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CaCl2 0,08 g 

H2O destilada qsp 1000 mL 

O pH c ajustado para 7,2 com NaOH 5 N. 

d) Solução estoque de antibiótico: 

Tetraciclina 12,5 mg 

Dissolver em: 

500 îL de etanol p.á. 

500 îL H2O destilada 

e) Solução de metais: 

FeS04 7 H20 0,5 g 

MnS04 n H2O 0,3 g 

ZnS04 7 H20 0,1 g 

Na2Mo04 2 H2O 0,1 g 

H3BO3 0,025 g 

C0SO4 7 H20 0,43 g 

CUCI2 2 H20 0,05 g 

Kl 0,03 g 

HCl 5 N 50 mL 

fí^iSSAü 
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2.2.2 - Choque osmótico 

A extração das proteínas periplásmicas a partir da suspensão bacteriana da 

fermentação é realizada por choque osmótico (incubação em meio hipertónico 

seguida de incubação em meio hipotônico), sem ruptura da célula (Figura 2), 

processado de acordo com técnica descrita na literatura ^"^^K 

A Citoplasma memorana B ^ parsde ceiuia. .-nemnrana citoüiasmica 
totmõiiio -eluiai ciioolasmíca \ w 
penpíásiriicc 

uacieiia em rne.o hí^ncwco baztm en treio hÍDO:ènico 

Figura 2 - Esquema de choque osmótico realizado para extração das 
proteínas periplásmicas. 

A) Meio hipertónico 
B) Meio hipotônico 

As bactérias são precipitadas por centrifugação, realizada em centrífuga 

refrigerada, durante 5 minutos. O precipitado resultante, após ressuspensão em 

solução de Tris-HCl 10 mM pH 7,5 contendo sacarose 20% e solução de EDTA 

0,5 M pH 8,0, é mantido em repouso, em banho de gelo, durante 10 minutos. 

Nova centrifugação é realizada, nas mesmas condições anteriores, sendo 

descartado o sobrenadante. O precipitado é ressuspenso em solução de Tris-HCl 

1 mM pH 7,0 e mantido em banho de gelo por 10 minutos. Nova centrifugação é 

realizada, nas mesmas condições anteriores, durante 15 minutos. O precipitado é 

descartado e o sobrenadante, contendo as proteínas periplásmicas, é mantido a 

4°C. 
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Soluções utilizadas no choque osmótico: 

a) Solução de sacarose 

Sacarose 20 g 

Trisma Base 0,12 g 

H2O destilada qsp 100 mL 

O pH é ajustado para 7,5 com HCl 

b) Solução de EDTA 

EDTA 18,6g 

O pH é ajustado para 8,0 com NaOH 

H2O destilada qsp 100 mL 

c) Solução de Tris-HCl 1 mM 

Trisma Base 0,121 g 

H2O destilada qsp 1000 mL 

O pH é ajustado para 7,0 com HCl 

Volume das soluções utilizadas no choque osmótico: 

a) Vol. de sol. de sacarose (S) = Aeoo (u.o.) x V (L) 
100 

b) Vol. de EDTA = _S_ 
30 

c) Vol. de Tris = _S_ 
2 

A produção do hormônio de crescimento foi avaliada qualitativamente e 

quantitativamente no choque osmótico através de análise em HPLC fase reversa 

(RP-HPLC) ^̂ \̂ 
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2.2.3 - Purifícação 

2.2.3.1 - Fracionamento com sulfato de amónio e primeira cromatografia 
de exclusão molecular (Sephacryl S-100) 

Estando o produto de interesse diluído em grandes volumes, fez-se 

necessária a concentração do produto. Foi utilizada em nosso esquema de 

trabalho, como primeira etapa de purificação, uma precipitação com sulfato de 

amónio, para fi-acionar o produto resultante do choque osmótico. O volume total 

do extrato periplásmico, em 1 mM Tris-HCl, pH 7,0, foi medido e um volume 

igual de solução saturada de sulfato de amonio foi adicionado, lentamente, sob 

agitação, a 4° C (50 % saturação). Terminada a adição dessa solução a agitação 

continuou por uma hora. O precipitado, obtido após centrifugação por 30 

minutos a 6000 g, em centrífuga refrigerada, foi ressuspenso em bicarbonato de 

amónio 50 mM pH 7,9 e centrifugado novamente nas mesmas condições. O 

sobrenadante assim obtido foi cromatografado a 4° C em uma coluna de 

Sephacryl S-100 (100 cm x 5 cm D.I.), equilibrada e eluída no mesmo tampão 

bicarbonato, com um fluxo de 200 mL/h. 

Para otimização da etapa de precipitação com sulfato de amonio estudou-

se o produto do choque osmótico fi-acionado com diferentes concentrações de 

solução saturada de sulfato de amonio: 10%, 20%, 30%, 40%, 50% e 60% de 

saturação. 

Com relação à cromatografía de exclusão molecular duas resinas 

cromatográfícas foram testadas visando avaliar uma melhor resolução entre os 

picos presentes: 

- Sephadex G-lOO medium (diâmetro das partículas: 40 - 120 pm) que permitiu 

uma eluição com fluxo de 120 mL/h. 

- Sephacryl S-100 high resolution (diâmetro das partículas: 25 - 75 fim) que 
permitiu uma eluição com fluxo de 200 mL/h. 

"Ofí'SSAO KACiCfJAl lit E N E R G Í A WUCLEAR/SP SPEí 
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2.2.3.2 - Cromatografía de troca aníôníca em DEAE Sepharose Fast Flow 

(DEAE-FF) e segunda cromatografía de exclusão molecular (Sephacryl S-

100) 

As frações eluídas da Sephacryl S-100 contendo a ñ)rma monomérica do 

hGH (coeficiente de distribuição, Kd ~ 0,4) fr)ram agrupadas e aplicadas a uma 

coluna de DEAE-FF (9 cm x 2,6 cm D.I.) previamente equilibrada em acetato de 

amonio 10 mM, pH 8,0, contendo 50 mM de cloreto de sódio. A fração não 

ligada foi removida pela lavagem com, pelo menos, dois volumes de coluna 

deste mesmo tampão. O rec-hGH foi eluído com gradiente linear de cloreto de 

sódio de 50 a 200 mM em aproximadamente 2,5 horas, com um fluxo de 200 

mL/h. 

Para estabelecer a condição de eluição do rec-hGH em que ocorre uma 

melhor purifícação das proteínas de E. coli (ECP), foram estudadas eluições 

com diferentes gradientes lineares de NaCl: 

50 mM - 400 Mm NaCl; 50 mM - 250 mM NaCl e 50 mM - 150 mM NaCl. 

As frações contendo hGH resuhante da DEAE-FF foram reaplicadas na 

mesma coluna Sephacryl S-100, (lavada com pelo menos dois volumes de 

coluna de tampão bicarbonato de amónio) repetindo exatamente o mesmo 

procedimento acima descrito. 
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2.2.3.3 - Cromatografia de troca aniônica em Q-Sepharose Fast Flow (Q-

FF) e cromatografia de interação hidrofóbica em Phenyl Sepharose CL4B 

(Phenyl CL4B) 

O "pool" de hGH resultante da filtração molecular foi então aplicado a 

uma coluna de Q-Sepharose Fast Flow (11 cm x 1,6 cm D.I.), equilibrada em 

acetato de amónio 10 mM, pH 7,0, contendo cloreto de sódio 50 mM. Após 

lavagem com pelo menos dois volumes de coluna deste tampão, elevou-se a 

concentração de cloreto de sódio para 100 mM, eluindo assim o hGH em 

condições de equilíbrio, com um fluxo de 120 mL/h. 

Para estabelecer a melhor condição de eluição do hGH em que ocorre 

maior purificação das ECP, um estudo semelhante àquele efetuado para a etapa 

cromatográfica em DEAE Sepharose foi realizado para essa segunda etapa 

cromatográfica de troca aniônica. Analisaram-se várias condições de eluição do 

hGH com gradientes lineares de NaCl de diferentes inclinações (50 mM - 400 

mM NaCl; 50 mM - 250 mM NaCl e 50 mM - 150 mM NaCl) e com uma única 

concentração de NaCl (100 mM), todos em tampão acetato de amónio 10 mM 

pH 8,0. Foram também analisadas as condições de eluição do hGH com tampão 

acetato de amónio 10 mM, 100 mM NaCl em diferentes pHs (7,0 e 8,0). 

As fi-ações, resultantes da cromatografia em Q-FF, contendo hGH foram 

reunidas e levadas para uma concentração de 400 mM em acetato de amónio, pH 

7,0 e aphcadas a uma coluna de Phenyl Sepharose CL4B (26 cm x 2,6 cm D.I.), 

previamente equilibrada em acetato de amónio 200 mM, pH 7,0. Após 

realizadas lavagens com pelo menos dois volumes de coluna de tampão acetato 
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de amonio 200 mM e subseqüentemente 50 mM pH 7,0 o hGH foi eluído com 

tampão fosfato de sódio 0,3 mM, pH 7,0, com um fluxo de 120 mL/h. 

As condições ideais de trabalho para a cromatografía em Phenyl 

Sepharose CL4B foram estabelecidas após os seguintes estudos: 

Variando-se as condições de ligação do hGH à Phenyl Sepharose: 

a) Variando-se a natureza do sal: 

Sulfato de amónio 400 mM pH 7,0 ou acetato de amónio 400 mM pH 7,0. 

b) Variando-se a concentração de sal: 

Acetato de amónio pH 7,0 200 mM; 300 mM; 400 mM; 600 mM e 900 mM. 

Também foram avaliadas condições diferentes de força iónica e de pH dos 

tampões de lavagem: 

a) Acetato de amonio pH 8,0 200 mM, 100 mM, 50 mM e 3 mM; 

b) Acetato de amonio pH 7,0 200 mM, 100 mM, 50 mM e 3 mM. 

Ressaltamos que a seleção do material a ser utilizado após cada etapa da 

purifícação, seja em caso de um estudo ou na rotina, baseou-se também na 

distribuição de ECP ao longo das frações coletadas. 

;0!Vl!G5AC fiACiGN;iL LI L H Í Í H Í Í I A r U j C L E A H / o F ! m . 
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2.2.4 - Determinação das proteínas derivadas da célula hospedeira (ECP) 

A detecção e quantificação das ECP foi realizada de acordo com a 

metodologia descrita por Anicetti e colaboradores por um ensaio 

imunoradiométrico (IRMA) tipo "sandwich", de sensibilidade da ordem de 0,03 

ng/mL. Este ensaio é especifico para nossa cepa e processo de purificação, e foi 

desenvolvido em nosso laboratório por Soares C.R.J. ^̂ \̂ Foram utihzadas, 

como fase sólida, placas de microtitulação cujos poços foram recobertos com 

IgG anti ECP previamente purificada por cromatografía de afinidade. Nestas 

placas foram incubados os padrões, as amostras e os controles (100 fiL), durante 

24 horas, a 4° C. Após lavagem com tampão fosfato salina (PBS) contendo 0,05 

% Tween 20, 100 fiL de IgG marcada com ^̂ Î (2 x 10^ cpm/poço) foram 

adicionados e incubados por 24 horas a 4° C. Após lavagem com PBS (três 

vezes), os poços foram cortados e a radioatividade contada em contador y. 

2.2.5 - Cromatografía líquida de alta efíciência (HPLC) 

A avaliação qualitativa e quantitativa do rec-hGH, nas diferentes etapas 

do processo de purificação, foi realizada por técnicas de cromatografia liquida 

de alta eficiência de exclusão molecular (HPSEC) e em fase reversa (RP-HPLC) 

(18, 55, 56) ambas as metodologias, a técnica de eluição foi Ísocrática 

monitorando as proteínas em 220 nm. No caso da HPSEC utilizou-se 

bicarbonato de amonio 25 mM, pH 7,0 como fase móvel, com um fluxo de 1,0 

mL/min. Já para a RP-HPLC a coluna foi mantida a uma temperatura de 45°C e 

utihzou-se como fase móvel o tampão Tris-HCl 50 mM, pH 7,5 contendo 29 % 

de n-propanol, sendo o fluxo de trabalho de 0,5 mL/min. 
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A determinação do tempo de retenção bem como a quantificação das 

formas alteradas (desamidados e sulfóxidos no caso da RP-HPLC e formas 

diméricas e de alto peso molecular no caso da HPSEC) se fez sempre 

comparativamente ao padrão internacional de rec-hGH WHO 88/624, do qual 

aplicou-se 10 no caso da HPSEC e 20 ^g na RP-HPLC. 

2.2.6 - Determinação da atividade biológica do rec-hGH "i'/i vivo" 

A atividade biológica do rec-hGH produzido em nosso laboratório foi 

determinada por ensaio biológico, anteriormente padronizado em nosso 

laboratório utilizando camundongos anões (lit/lit), com idade entre 45 e 90 

dias, da linhagem C57BL6J (Jackson Laboratory, Bar Harbor, ME, EUA). 

Foram utilizados 53 animais (machos e fêmeas), cuja variação de peso, em dez 

dias, ficou dentro do limite de 0,0025 ± 0,0045 g/dia. A duração do ensaio foi de 

10 dias. 

Foram utilizadas quatro preparações de hGH: 

O primeiro Padrão Internacional de hGH recombinante (WHO 88/624) com 

potência declarada de 3 Ul/mg, e três lotes de rec-hGH IPEN (lotes 05797, 

06197 e 06297). 

A cada animal foram administradas 10 ng/dia de hGH por via subcutânea, 

tendo sido a dose dividida em duas inoculações diárias. 

O peso corporal dos animais foi controlado diariamente durante os 10 dias 

de ensaio e usado para calcular as curvas de crescimento. 



2.2.7 - Avaliação dos níveis de pirogênio 

A concentração de endotoxina bacteriana no produto fínal da purifícação 

foi determinada pelo teste "z>i vitro" do lisado de amebócitos do caranguejo 

Limulus (LAL). Esta técnica usa um complexo enzimático isolado das células de 

sangue do Limulus que na presença de traços de endotoxina é ativado, 

resultando na geleifícação da mistura de reação. 

Para esta determinação utilizou-se o ''Limulus amoebocyte Lysate test" da 

Endosafe (Charleston, EUA), sendo os ensaios realizados segundo as 

especifícações do fabricante. Avaliou-se a resposta pela leitura positiva ou 

negativa da reação. A reação positiva é caracterizada pela formação de gel que 

fíca aderido ao ftindo do tubo quando de sua inversão. Utilizou-se água 

apirogênica como controle negativo do teste e como controle positivo uma 

endotoxina bacteriana purifícada de concentração 0,125 unidades de endotoxina 

(EU)/mL. O produto em estudo, na concentração de 1,4 mg/mL, foi testado em 

várias diluições (1:20; 1:40; 1:56; 1:80, 1:160), previamente estabelecidas com 

base na Máxima Diluição Válida (MDV) que é calculada pela fórmula: 

Limite de endotoxina (EU/mg) X Potência do hGH (mg/mL) 
M D V = 

Sensibilidade do LAL (EU/mL) 

Limite de endotoxina para o hGH = 5 EU/mg 

Sensibilidade do LAL = 0,125 EU/mL 

Para o caso do hGH, normalmente utilizado em concentração de 1,4 mg/mL, a 

MDV é 56. 
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O produto é considerado aceitável quando, em diluições iguais ou maiores 

a 1:56 apresenta reação negativa. 

A concentração de endotoxinas bacterianas (X) nas amostras 

desconhecidas foi calculada dividindo-se a sensibilidade do reagente LAL pela 

concentração de hGH correspondente à maior diluição da solução teste que 

fornece resposta positiva. 

2.2.8 - Determinação de DNA contaminante 

Para verificar a presença de DNA de E. coli contaminante no produto 

final, foi utilizada a técnica de hibridização em "slot blot" ^^'^^ que consiste dos 

seguintes passos: 

a) Preparação do DNA cromossômico - O DNA das bactérias E. coli cepa RRl 

(sem o plasmídeo de expressão) foi purificado e depois digerido com as enzimas 

de restrição Eco R I, Hind III, Hae III e Ava H. O DNA foi quantificado em gel 

de agarose por comparação com um marcador contendo quantidades conhecidas 

de DNA e diluído de maneira a se obter uma curva padrão, a partir da qual será 

determinado o conteúdo de DNA cromossômico nas amostras de hGH. 

b) Preparação do DNA plasmídico - Da cepa RRl transformada com o 

plasmídeo de expressão contendo o gene de hGH (p8T-hGH) foi extraído e 

purificado o DNA plasmídico. O DNA foi quantificado através de leitura em 

espectrofotômetro e diluído para se obter uma curva-padrão, a partir da qual será 

determinado o conteúdo de DNA plasmídico nas amostras de hGH. 
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c) Preparação das amostras - As amostras de DNA e de hGH foram tratadas da 

seguinte maneira: a cada 100 fiL de amostra foram adicionados 100 de 

NaOH 0,6 N, fervendo por 2 minutos e adicionando 200 fiL de acetato de 

amonio 2 M. 

d) Preparação de filtros - Os filtros foram preparados em aparelhos de "slot 

blot" adicionando-se 500, 100, 20, 4 e 0,8 pg de DNA cromossômico ou de 

DNA plasmídico por poço. Para a determinação da presença de DNA 

contaminantes na preparação de hGH, 50 |ig e 5 (ig do hormônio foram também 

aphcados nos filtros. 

Após a aplicação das amostras, os poços foram lavados com 200 |iL de 

acetato de amonio 1 M, por duas vezes. Os DNAs foram fixados aos filtros 

deixando-se uma hora a 80°C. 

e) Sondas - DNA cromossômico da cepa RRl purificado (25 ng) e DNA 

plasmídico do vetor p8T-hgh purificado (25 ng) foram utilizados para marcação. 

A marcação dos DNAs com a ^^P dCTP foi realizada pela técnica de "random 

primers", utilizando-se o kit da Gibco-BRL. 

f) Hibridização - Os filtros foram pré-hibridizados por 2 horas no tampão de 

hibridização "̂̂^̂  a 65°C, sob agitação em banho maria. A hibridização foi 

realizada no mesmo tampão onde foram adicionadas as sondas (DNA 

cromossômico ou DNA plasmídico) por 16 horas também a 65°C. As lavagens 

dos filtros foram realizadas por 30 minutos a 65°C em tampão SSC ^̂ '̂ ^ contendo 

0,5 % de SDS. Estes filtros foram usados para impressionar uma placa 

radiográfica. 
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2.2.9 - Determinação da presença de tetraciclina no produto finai 

Utilizou-se para detecção da piesença de tetraciclina o ensaio biológico de 

antibióticos (em placas) sugerido pela Farmacopeia Britânica ^̂ \̂ De acordo 

com este método uma quantidade conhecida de suspensão do microorganismo 

''Staphilococcus aureus'' é usada para inocular um meio apropriado, de maneú-a 

a obter uma opacidade mensurável após 4 horas de incubação. Foram usadas três 

doses de preparação padrão de tetraciclina e três diluições diferentes das 

amostras em estudo. Após incubação, o crescimento de microorganismos foi 

inibido mediante adição de formaldeído lendo-se em seguida a opacidade dos 

padrões e amostras desconhecidas em sistema ótico apropriado. 

O limite mínimo de detecção do ensaio, isto é, a menor diluição para a 

qual há resposta é de 0,15 (xg de tetraciclina/mL. 

Foram analisadas três amostras derivadas das seguintes etapas da 

purificação: uma fase bem inicial do processo (choque osmótico), primeira 

coluna cromatográfica (Sephacryl S-100 I) e última coluna cromatográfíca 

(Phenyl Sepharose CL4B). 

2.2.10 - Determinação de proteína 

O conteúdo total de proteína nas amostras foi determinado por três 

métodos: 

Método clássico de Lowry "̂̂ ^̂  leitura espectrofotométrica a 276 nm, utilizando 

1% 
8,22 como absorváncia específíca {Ane ) do hGH ^ \ e um método físico 

(DLP), baseado na pesagem, em balança Mettler de precisão, de amostras 

diaHsadas e liofíhzadas 
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3- RESULTADOS 

3.1 - Quantifícação da proteína total e de rec-hGH nas etapas iniciais do 

processo de produção do hGH 

Nas primeiras etapas de produção do hGH (choque osmótico e 

precipitação com sulfato de amónio), uma análise quantitativa exata e confiável 

é muito dificil de ser realizada, uma vez que nestas etapas o hGH ainda está 

junto com muitas outras proteínas. Cinco técnicas analíticas diferentes e 

complementares foram testadas para quantificar comparativamente o hGH e as 

proteínas presentes nas primeiras etapas do processo: Lowry, leitura 

espectrofotométrica em 276 nm (A276), pesagem após diálise e liofilização 

(DLP), cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) em fase reversa (RP-

HPLC) e de exclusão molecular (HPSEC). As primeiras três técnicas foram 

usadas para determinar as proteínas totais e as duas úhimas, o conteúdo de hGH 

(Tabela 2). Com relação à quantificação da proteína total obteve-se um melhor 

acordo para as medidas estimadas por Lowry e DLP. A média da proteína total 

estimada por essas duas técnicas foi de 5490 mg ± 330 desvio padrão (DP) mg 

para o choque osmótico e de 1073 ± 199 mg para o precipitado de sulfato de 

amónio. Quando as amostras são muito heterogêneas (extrato periplásmico e 

precipitado de sulfato de amónio), é observada uma alta discrepância no valor da 

absorváncia específica com relação aos valores obtidos por Lowry e DLP. Por 

outro lado, para amostras mais homogêneas (acima de 80 % de hGH), como é o 

caso da Sephacryl I, um alto nível de concordância foi encontrado entre as três 

técnicas. A reprodutibilidade inter-métodos, considerando todas as técnicas, foi 

excelente: 360 ± 9,2 mg de hGH em um total de 463 ± 13,4 mg de protemas, o 

coeficiente de variação sendo menor do que 3 % em ambos os casos. 
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Tabela 2 : Quantificação da proteína total e do rec-hGH nas três 
primeiras etapas do processo de purificação 

Determinação de Proteínas Determinação de hGH 

ETAPA Lowry 
(mg) 

A276*^ 

(mg) 

DLP*^ 
(mg) 

RP-HPLC 
(mg) 

HPSEC 
(mg) 

Choque osmótico 5724 4330*^ 5257 412 

Precipitação 1213 1766 932 385 465 

Sephacryl I 448 469 473 367 354 

*̂  Determinação em mg baseada na absorváncia específica ^" '̂̂ =8,2 própria do hGH 

puro 
* Amostra dialisada e centrifugada 
* Diálise, liofilização e pesagem 

3.2 - Etapas do processo de produção do rec-hGH 

A Figura 3 mostra o perfil típico de um extrato periplásmico de E. coli em 

RP-HPLC (3A) e HPSEC (3B). Uma ótima resolução é observada na Figura 3A 

entre o pico do hormônio de crescimento e outros componentes menos 

hidrofóbicos. Isto foi ilustrado em trabalho anterior de Dalmora e colaboradores 

^̂ ^̂  pela comparação de cromatogramas da RP-HPLC do extrato periplásmico de 

duas cepas de E. coli transformadas, uma com o gene do hGH no vetor e a outra 

com o gene do hGH ausente. O hGH quantificado por esta metodologia 

corresponde a 7,5 % do total das proteínas periplásmicas. A HPSEC nesta etapa. 
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foi Utilizada apenas como um teste de identidade e para uma avaliação semi 

quantitativa. 

Na etapa de precipitação, a quantifícação pode ser feita por RP-HPLC 

(Fig.4A) ou HPSEC (Fig.4B). Entretanto a quantifícação por esta última técnica 

pode ser superestimada, uma vez que a amostra é ainda heterogênea. Nesta etapa 

a atividade especifíca do hGH aumenta 4,8 vezes. A melhor condição de 

precipitação do rec-hGH ocorre em presença de 60 % de solução saturada de 

sulfato de amonio (Tabela 3). Nestas condições, entretanto, o conteúdo de ECP 

no precipitado é superior àquele presente quando é utilizado 50 % de saturação. 

Considerando que neste último caso cerca de 80 % de hGH é recuperado, esta 

foi a condição de trabalho escolhida para esta etapa do processo de purifícação. 

Os perfís cromatográfícos obtidos nas outras etapas de purifícação do rec-

hGH, em uma purifícação típica, podem ser observados na Figura 5. Nessa 

mesma figura é mostrada também a distribuição das ECP. As ECP e o hormônio 

interferem reciprocamente na maioria das colunas cromatográfícas. As fi-ações 

selecionadas em cada etapa foram obtidas tentando-se descartar o máximo de 

ECP com a menor perda possível da proteína de interesse. 

Uma boa purifícação pode ser observada já na primeira coluna de 

Sephacryl (Fig.5A), onde a proteína de interesse separa-se de pelo menos outros 

dois componentes de peso molecular maior. Com relação à ECP, podemos 

observar que, nessa etapa, um amplo pico e outras caudas menores de ECP 

puderam ser eliminadas sem grandes perdas de hGH. A determinação do 

coefíciente de distribuição (Kd) dos vários componentes mostram que o pico III 

(Kd=0,450) corresponde à forma monomérica do hGH Quando o pico III 

foi analisado em HPSEC (Fig.6), foi constatado que a maior parte do pico 

(88%) era monômero, enquanto apenas 8 % era dímero e cerca de 4 % agregado. 
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Figura 3 - Análise em HPLC do clioque osmótico de urna cepa produtora 
de hGH e do padrão internacional de rec-hGH (88/624) 

A) RP-HPLC Ísocrática: 50 pL do fluido periplásmico e 20 
îL (20 fig) do padrão de rec-hGH 

B) HPSEC Ísocrática: 36 |iL do fluido periplásmico e 10 
(iL (10 |Lig) do padrão de rec-hGH 
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Figura 4 - Análise em HPLC do produto da etapa de precipitação com 
sulfato de amonio e do padrão internacional de rec-hGH (88/624) 

A) RP-HPLC Ísocrática: 40 îL do precipitado resultante do 
fracionamento com sulfato de amonio e 20 \xL (20 îg) do padrão de 
rec-hGH 
B) HPSEC Ísocrática: 20 p,L do precipitado resultante do 
fracionamento com sulfato de amonio e 10 îL (10 p,g) do padrão de 
rec-hGH 
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Tabela 3: Recuperação de rec-hGH e contaminação por ECP em 

diferentes condições de precipitação com sulfato de amonio 

SATURAÇÃO rec-hGH *̂  ECP *̂  
(%) (mg) (ppm) X 10^ 

10 — 

20 1,2 1,7 

30 3,7 3,0 

40 12,5 0,85 

SO 26,2 0,75 

60 34,8 4,2 

hGH aplicado: 33,1 mg 

*̂  Determinação por RP-HPLC 

*̂  Determinação por IRMA 

Os outros dois picos eluídos da mesma coluna (I e II) que representam 51 % do 

total das proteínas eluídas, revelaram a presença de quantidades extremamente 

pequenas de hGH (~ 6%) quando analisados por HPLC (Tabela 4). Para esta 

finalidade foi necessário utilizar RP-HPLC, especialmente na análise do pico I e 

II, onde é praticamente impossível resolver na HPSEC formas poliméricas de 

hGH de outras proteínas com peso molecular similar. 

Na Figura 6 observa-se que a maior parte do pico I (71 %) aparece na 

posição correspondente ao tempo de retenção de formas de alto peso molecular 
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Figura 6 - Análise dos picos eluídos da Sephacryl I em HPSEC 
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Tabela 4 : Análise dos produtos eluídos da Sephacryl I 
em HPSEC e RP-HPLC 

*^ Determinado por Lowry 

*^ Determinado por RP-HPLC 

Determinado por HPSEC 

PICO 
Proteína*^ 

total 
(mg) 

Conteúdo 
de hGH 

(mg) 

Distribuição de 
hGH entre os 

diferentes picos 
(%) 

Picol 161 10,8 *^ 2,9 

P icon 303 12,1 *^ 3,2 

Picol l l 448 
367 *\ 
354 *^ 

97,4 
93,9 

enquanto que a maior parte do pico 11 (68 %) aparece na posição correspondente 

ao tempo de retenção do dímero do hGH. Entretanto, estes picos não aparentam 

ser formas relacionadas de hGH, como ficou demonstrado em análise de RP-

HPLC (Figura 7). 

Analisando o perfil da Figura 5A observa-se que a área do pico I 

corresponde a 33 % da área total, entretanto a estimativa de proteína total deste 

pico pelo método de Lowry, corresponde a apenas 18 % de toda a proteína 

eluída. Provavelmente esta diferença é devida à interferência causada por uma 

pigmentação amarela e/ou a uma turbidez que aparece nas fi-ações 

imediatamente após o volume de exclusão molecular. Uma outra interpretação 

errônea poderia também ser tirada a partir dessa figura com relação ao pico IL 

Por determinação do Kd, este pico poderia ser considerado dímero de hGH, mas 
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essa forma praticamente não existe ou é presente em quantidade extremamente 

limitada, conforme demonstrado nas análises por RP-HPLC (Figura 7). O pico 

III contém praticamente todo o hGH, 88 % do qual na forma monomérica. 

Quanto melhor a resolução entre os picos II e III mais eficiente será a 

purificação do rec-hGH nesta etapa. Isto é ilustrado na Figura 8, que mostra os 

perfis cromatográficos de preparações obtidas com um conteúdo alto de pico II, 

eluídas em diferentes resinas de exclusão molecular, onde fica evidenciada uma 

melhor separação entre os dois picos quando é utilizada a resina de Sephacryl. 

M 

- A 

n 

— l A m 

— / \ 
1 1 1 1 1 1 1 

.Número de frafõi» I-4Í 

Número dc fraçni» 

Figura 8 - Cromatogramas obtidos para extratos bacterianos contendo rec-
hGH purificados em resinas de exclusão molecular 
A) Sephacryl S-100 high resolution 
B) Sephadex G-100 medium 
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A eluição do pico de hGH na cromatografia em DEAE Sepharose 

(Fig. 5B) ocorreu no intervalo correspondente a 80 mM - 130 mM NaCl. O 

gradiente pouco inclinado utilizado (50 mM - 200 mM NaCl), permitiu a 

eliminação de dois picos de ECP sem muita perda de hGH. Esta inclinação foi 

adotada após estudo prévio em que diferentes gradientes foram aplicados para a 

eluição do rec-hGH, sendo analisada a distribuição das ECP nessas diferentes 

condições (Figura 9). A maior resolução entre as ECP e o rec-hGH foi 

observada quando a concentração de NaCl variou de 50 mM a 150 mM. Nesse 

último caso, o pico de hGH acaba porém perto do final do gradiente. Para evitar 

possíveis perdas optou-se em trabalhar com um gradiente de 50 mM a 200 mM 

NaCl. 

Um pico perfeitamente simétrico de hGH foi obtido após a segunda 

Sephacryl (Fig. 5C), caracterizando de forma macroscópica, a presença de um 

único componente ao contrário do que é sugerido pela assimetria do pico IH da 

primeira Sephacryl. Esta etapa de purificação foi a que apresentou a maior 

resolução entre o rec-hGH e as ECP. 

Aparentemente a purificação em Q-Sepharose Fast Flow (Fig. 5D) parece 

dispensável, uma vez que nesta etapa a atividade específica já é praticamente 

100 % e a eluição do hGH e ECP ocorrem similarmente. Entretanto, realizando 

um processo de purifícação sem esta coluna, obtivemos um produto muito mais 

impuro em termos de ECP, o que confirmou sua utilidade. No caso da Q-FF um 

maior fator de purificação da ECP foi conseguido quando o rec-hGH é eluído 

em condições de equilíbrio com 100 mM NaCl (Tabela 5). Entretanto, 

comparando-se esta condição em pHs diferentes (7,0 e 8,0) (Figura 10) observa-

se uma maior discriminação entre o pico do rec-hGH e o pico do contaminante 

ECP, quando a eluição acontece em pH 7,0. 
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Tabela 5 - Proteínas de E. coli (ECP) presentes após purifícação do 

rec-hGH em Q-FF em diferentes condições de eluição 

Condição de eluição Contaminação por ECP 
(ppm) *̂  

Fator de purifícação 

Gradiente (50 - 400 mM NaCl) 11709 2,3 

Gradiente (50 - 250 mM NaCl) 9585 2,8 

Gradiente( 50 - 150 mM NaCl) 11936 2,2 

Equilíbrio (100 mM NaCl - pH8,0) 6462 4,1 

Equilíbrio (100 mM NaCl - pH7,0) 3209 8,3 

*̂  Estimada por IRMA 
Contaminação por ECP**^ na amostra aplicada na Q-FF: 26651 ppm 

A maioria das proteínas de E. coli que eluem junto com o hGH, após 

todas as etapas de purifícação descritas acima, são menos hidrofóbicas do que o 

hGH (Figura 5E). Elas eluem em 200 mM e 50 mM de acetato de amónio, 

enquanto o rec-hGH elui em fosfato de sódio 0,3 mM. Isto permitiu praticamente 

a completa eliminação de ECP após uma purifícação em coluna de 

hidrofobicidade (Phenyl Sepharose CL4B). 
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3.3 - Conteúdo de proteínas de E. coli após cada etapa cromatográfica 

Com a estratégia adotada para a eliminação máxima possível de ECP, 

sacrificando uma parte do produto após cada etapa (Tabela 6 e Figura 5), sem 

considerar a primeira etapa cromatográfíca para a qual o IRMA de ECP é 

extremamente inexato, foi possível eliminar com a DEAE-FF 39 % das ECP. 

Cortando as bordas do pico da Sephacryl 11 foi possível, com perda mínima de 

rec-hGH, eliminar 45 % das ECP presentes no "pool". O mesmo procedimento 

não parece ser muito eficiente na Q-FF desde que apenas 14 % das ECP puderam 

ser eliminadas dessa maneira. Entretanto esta etapa apresenta um fator de 

purifícação alto e, como já ressaltado anteriormente, sem Q-FF nunca foi 

possível obter um produto com proteínas de E. coli < 10 ppm. A cromatografía 

de interação hidrofóbica em Phenyl CL4B pareceu ser a técnica mais efíciente 

para eliminar as proteínas de E. coli. Entretanto o alto fator de purifícação 

conseguido com esta coluna é certamente devido ao bom desempenho de todas 

as etapas prévias. 

Tabela 6 : Conteúdo de proteínas de E. coli (ECP) nas frações selecionadas 
após cada etapa de um processo típico de purificação. 

Fração Selecionada Fração Descartada 

ETAPA hGH 
(mg) 

ECP 
(mg) 

ECP 
(ppm) 

Fator dePurifícação 
(—vezes) 

hGH 
(mg) 

ECP 
(mg) 

ECP 
(ppm) 

Sephacryl I 354 44,9 126911 — 82 17,8 217574 

DEAE-FF 285 12,4 43664 2,9 52 7,8 148856 

Sephacryl II 273 1,99 7299 6,0 28 1,6 56564 

Q-FF 229 0,11 480 15 27 0,018 681 

Phenyl CL4B 177 0,00013 0,71 676 
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3.4 - Análise das formas relacionadas de hGH durante o processo de 

purifícação 

Com relação às formas relacionadas ao rec-hGH (polímeros, sulfóxidos e 

desamidados), a Tabela 7 mostra o progresso de eliminação destes 

contaminantes e a Figura 11 a qualidade do produto fmal hofilizado. Nesta 

tabela as formas relacionadas ao rec-hGH são reportadas como porcentagem 

sobre o rec-hGH total (fundamental + formas relacionadas) determinadas por 

HPSEC (Figura 12) ou RP-HPLC (Figura 13). 

Com relação aos agregados e dímeros (Figura 12), podemos observar que 

a partir da segunda coluna de exclusão molecular (Sephacryl II), o produto já 

apresenta impurezas bem abaixo dos 6 % recomendados pela farmacopeia 

(1,6%). 

Tabela 7 - Formas relacionadas ao hGH determinadas por HPSEC 
e RP-HPLC após cada etapa de purifícação do rec-hGH 

ETAPA 
FORMAS RELACIONADAS DE hGH 

HPSEC RP-HPLC 
(%) í%) 

Choque osmótico 52,4 11,1 

Precipitação 30,2 8,3 

Sephacryl I 11,9 5,2 

DEAE-FF 7,7 4,9 

Sepahcryl II 1,6 10,4 

Q-FF 0,58 6,9 

Phenyl CL4B 0,56 4,9 
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Quanto às formas desamidadas e aos sulfóxidos (Figura 13), observa-se 

que elas não são removidas etapa por etapa como outros tipos de impurezas, 

podendo também reaparecer durante o processo de purifícação. Para eliminação 

das mesmas, além de um rígido controle da manipulação do material, também 

foi realizado um estudo comparando três sistemas cromatográficos (DEAE-FF, 

Q-FF e Phenyl CL4B) que, pelo menos em princípio, são capazes de eliminar 

estas formas. Um produto com 15 % de formas alteradas foi usado, em todos os 

casos, determinando a quantidade de ünpurezas remanescentes na fração central 

do pico bem como a quantidade de rec-hGH (Tabela 8). Obteve-se um melhor 

desempenho por parte da Q-FF, que reduziu essas impurezas para 8,5 %, 

confirmando ser esta de fato a etapa cromatográfica mais eficiente para 

eliminação de formas desamidadas e sulfóxidos e que a cromatografia de 

interação hidrofóbica tem de fato pouco efeito na eliminação destas formas. Essa 

é, portanto, uma razão a mais para não eliminar a coluna de Q-FF do esquema 

de purifícação. 

Tabela 8 : Eliminação de formas desamidadas e sulfóxidos por diferentes colunas 
cromatográficas 

Coluna Formas alteradas* 
(%) 

Total de hGH 
recuperado 

(%) 

Total de hGH recuperado 
na fração central 

(%) 

DEAE-FF 8,9 69 35 

71 56 

Phenyl CL4B 12,7 81 34 

* Antes da purifícação, o produto continha 15 % de formas alteradas 
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3.5 - Recuperação de rec-hGH durante o processo de purifícação 

O estudo da recuperação de hGH nas diferentes etapas do processo de 

purificação foi feito com base na técnica de Lowry para a quantifícação da 

proteína total e na HPSEC ou RP-HPLC para a quantificação do hGH. A Tabela 

9 mostra, para um processo de purifícação típico, a atividade específíca, 

calculada considerando a quantidade de hGH total (forma fimdamental + formas 

relacionadas) com relação à proteína total, e a recuperação de rec-hGH em cada 

etapa, calculada com relação ao conteúdo de hGH presente na primeira etapa do 

processo (choque osmótico). Após todas as etapas houve uma purifícação de 14 

vezes e a recuperação final do processo foi de 43 %. Essa recuperação seria bem 

maior, cerca de 60 %, se utilizássemos todo o material que na realidade é 

descartado para eliminação das proteínas de E. coli. Esses dados mostram que a 

recuperação individual de cada coluna é bastante alta: -100% para a Sephacryl I, 

84 % para DEAE-FF, 99 % para Sephacryl II, 89 % para Q-FF e 87 % para 

Phenyl CL4B. 

O processo de purificação padronizado mostrou-se bastante reprodutível, 

sendo o rendimento médio de rec-hGH, na preparação de sete lotes, de 39,2 ± 

3,28 %. 

3 F Wu 
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Tabela 9: Puríncação do rec-hGH a partir do extrato períplásmico 

ETAPA Proteína total 
(Lowry) 

(»ng) 

Conteúdo de hGH 
(HPLC) 

(mg) 

Atividade específica 
/ me hGH \ 
t mg proteína 1 

Recuperação de hGH nas 
frações selecionadas 

(%) 

Recuperação 
total de hGH 

(%) 

Choque osmótico 5724 412*^ 0,072 100 100 

Precipitação 1213 385*^ 0,318 93,5 93,5 

Sephacryl I 448 354*^ 0,790 85,9 93,4 

DEAE-FF 328 285*^ 0,869 69,2 78,2 

Sephacryl n 298 273*^ 0,916 66,3 77,7 

Q-hb 239 229*^ 0,958 55,6 69,2 

Phenyl CL4B 173 177*2 1,022 43,0 60,5 

*1 
*2 

Determinação realizada mediante RP-HPLC 

Determinação realizada mediante HPSEC 

Qí/ !SSAG nr.zmn DiZ e n e r g í a N ü C L E A R / S P -Pt; 
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3.6 - Avaliação da atividade biológica do produto final 

Após adotada a estratégia de purificação acima descrita fez-se necessário 

verificar se o produto final manteve a atividade biológica. 

A Figura 14 apresenta as curvas de crescimento de camundongos anões 

após administração, durante dez dias, de quatro preparações de rec-hGH e de 

solução fisiológica. Observa-se que, para as preparações de rec-hGH, existe uma 

alta e significativa correlação (r) entre a variação de peso e o tempo, enquanto 

para a solução fisiológica não há variação significativa (Tabela 10). Quanto às 

inclinações (aumento de peso diário), também mostradas nesta tabela, o teste "t 

Student" mostrou não haver diferença significativa (p > 0,05) entre a atividade 

biológica dos lotes preparados em nosso laboratório e a do padrão internacional 

de Somatropina (rec-hGH WHO), ahamente purifícada. 

A potência biológica média "/« vivo" obtida para as preparações 

analisadas foi de 2,96 lU/mg, praticamente igual à estabelecida para o padrão 

WHO 88/624 em Estudo de Colaboração Internacional (3 lU/mg) do qual 

participou também o nosso laboratório. 
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Figura 14 - Curvas da variação de peso de camundongos anões após 
administração de 10p,g/dia de rec-hGH em ensaio de 10 dias 

Tabela 10: Variação de peso diário de camundongos anões tratados com 
lOpg/dia de rec-hGH 

PREPARAÇÃO 
CRESCIMENTO 

MÉDIO ± SD 
g/camundongo/día 

COEFICIENTE DE 
CORRELAÇÃO 

(r) 
N^ DE ANIMAIS 

NÍVEL DE 
SIGNIFICÂNCIA 

(P) 

rec-hGH 
lote 05797 

0,183 ± 0,039 0,971 10 p < 0,001 

rec-hGH 
lote 06197 

0,203 ± 0,063 0,969 10 p < 0,001 

rec-hGH 
lote 06297 

0,192 ± 0,040 0,945 10 p < 0,001 

rec-hGH 
WHO 

0,195 ± 0,045 0,960 11 p < 0,001 

Controle 
(Sol.físiológica) 

-0,009 ± 0,020 -0,259 12 N.S. 
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3.7 - Avaliação dos níveis de pirogênio no produto final 

O conteúdo de endotoxina detectado no produto final de um dos lotes de 

rec-hGH preparados em nosso laboratório (3,6 EU/mg) é mostrado na Tabela 

11, sendo inferior ao limite permissível (5 EU/mg) recomendado pelas 

Farmacopéias Européia e Brasileira ^^ '̂̂ \̂ 

Tabela 11: Concentração de endotoxina bacteriana no rec-hGH liofílizado 
e dissolvido em solução físiológica (1,4 mg/mL) 

Diluição do liGH Concentração de rec-hGH 
(mg/mL) 

Resposta 

1:20 0,07 Positiva 

1:40 0,035 Positiva 

1:56 0,025 Negativa 

1:80 0,018 Negativa 

1:160 0,0088 Negativa 

Máxima diluição positiva: 1:40 
Concentração de hGH nesta diluição: 0,035 mg/mL 
Sensibilidade do LAL = 0,125 EU/mL 
X = 0.125 = 3,6 EU/mg 

0,035 
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3.8 - Determinação de DNA residual no produto fínal 

Fez-se necessário avaliar se, após todo o esquema de purificação adotado, 

há presença de DNA de E. coli no produto final. A Figura 15 mostra que no caso 

de DNA cromossômico foi possível detectar um sinal correspondente a 100 pg, 

enquanto as amostras de hGH com conteúdo em proteína de até 5 fxg não 

apresentaram sinal radiográfico. O nosso produto contém, portanto, menos de 2 

ppm de DNA cromossômico (100/50.000.000). No caso da curva de DNA 

plasmídico foi possível detectar um sinal correspondente a 0,8 pg. O nosso 

produto contém, portanto, menos de 0,016 ppm de DNA plasmídico 

(0,8/50.000.000). Esse ensaio foi repetido para várias preparações, tendo sido 

sempre o conteúdo de DNA bem abaixo das 5 ppm consideradas aceitáveis. 

Hi>rí(fziição com DNft ptasmídko (8T) 

B I 

HiMi4izdça« com DNA cromossômico 

1̂ ' • •! 

B 

A) DNA cromossôoiico 1) 500 pg de DNA 4) 4 pg de DNA 
B) DNA plasmídico 2) 100 pg de DNA 5) 0,8 pg de DNA 

3) 20 pg de DNA 6) Amostra de hGH: A= 50 ng 

B = 5 n g 
Figura 15 - Hibridização em "slot blot" para determinação de DNA contaminante 
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3.9 - Determinação de tetraciclina no produto fínal 

Uma vez que adiciona-se tetraciclina ao meio de fermentação, faz-se 

necessário testar se após todo o processo de purifícação ela ainda está presente. 

A Tabela 12 mostra a determinação de tetraciclina em diferentes amostras. 

Apenas na fase imediatamente após a fermentação (choque osmótico) foi 

detectada a presença de tetraciclina. A partir da primeira etapa de purifícação 

(Sephacryl I) já não se detecta mais a presença do antibiótico. 

Tabela 12: Determinação de tetraciclina em amostras de diferentes 
etapas do processo de produção do rec-hGH 

AMOSTRA TETRACICLINA 
(^ig/mL) 

Choque osmótico 0,49 

Sephacryl I <0,15 

Produto final <0,15 

Sensibilidade do ensaio: 0,15 ^g/mL 

.Df íV^SAG ?JAC ;CnAL i:> L Í ^ E R G I A N U C L E A R / S P 
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4 - DISCUSSÃO 

O processo de purificação descrito neste trabalho permitiu a obtenção de 

hormônio de crescimento humano recombinante (rec-hGH) altamente 

purificado, secretado no espaço periplásmico bacteriano, com conteúdo de 

proteínas contaminantes da célula hospedeha (ECP) inferior a 10 ppm e 

atividade biológica comparável àquela da preparação internacional de 

referência. 

O esquema de purificação padronizado, de seis etapas, mostrou-se 

eficiente para alcançar o nível de pureza necessário para este produto 

farmacêutico, possuindo a vantagem de ser rápido, relativamente simples e 

economicamente vantajoso. 

As proteínas de E. coli foram o contaminante cuja presença representou a 

maior dificuldade na purificação do rec-hGH para utilização em humanos, 

opinião também expressa na literatura por vários autores (20,23,24,26,38,62) 

Para se obter a pureza desejada foi essencial o acompanhamento, por 

imunoensaio (IRMA), do perfil das ECP nas diversas etapas de purificação. Isto 

permitiu otimizar as condições de eluição do rec-hGH, como por exemplo é 

mostrado na Figura 9 e Figura 10, além de permitir uma escolha mais restrita 

dos "pools", aumentando o fator de eliminação destes contaminantes. 

Mesmo com um grande número de etapas e sacrificando 

propositadamente parte do produto durante a escolha dos "pools", para reduzir 

as ECP, a recuperação total do nosso processo foi de aproximadamente 40 %. 

Este valor está entre os mais altos reportados para a purificação do rec-hGH, 

seja a partir de bactéria que de células de mamífero Apenas o trabalho 
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de Niimi e colaboradores está, como o nosso, direcionado à eliminação de 

ECP. Estes autores reportam uma recuperação em metionil-hGH de extração 

citoplásmica de 19 % para um processo de purificação de seis etapas. O 

rendimento da nossa purifícação de aproximadamente 60 %, no caso em que as 

perdas de hGH devidas aos cortes não sejam consideradas, indica que foi 

alcançada uma otimização altamente satisfatória de todas as etapas, praticamente 

com uma recuperação média superior a 90 % por etapa. De fato não 

encontramos na literatura nenhum artigo que descreva detalhadamente uma 

estratégia para eliminação das ECP comprovando o seu fiincionamento. 

Cabe aqui observar que nessa otimização foi importante a seqüência das 

etapas cromatográfícas adotadas, alternando colunas de princípios 

cromatográfícos diferentes, troca iónica sempre após exclusão molecular, 

interação hidrofóbica como última etapa após uma segunda troca iónica ^̂ \̂ Este 

esquema permitiu também um efíciente aproveitamento das amostras a serem 

aplicadas com relação a volume e força iónica e evitou a necessidade de etapas 

adicionais de concentração, diálise ou acondicionamento das amostras. 

A reprodutibilidade interprocessos (CV = 8 %) do rendimento da 

purifícação, em sete ensaios diferentes, reflete claramente a robustez do 

processo, bem como a confíabiUdade do alto rendimento alcançado. Salienta-se 

que essa variação não se deve somente ao processo de purifícação mas também 

ao processo de fermentação das bactérias transformadas e à extração do hGH do 

periplasma bacteriano realizado mediante técnica de choque osmótico. 

O método de determinação de hGH no extrato periplásmico, por HPLC 

em fase reversa, previamente padronizado em nosso laboratório revelou-se 

um instrumento bastante importante que nos permitiu acompanhar 

efícientemente e com sufíciente exatidão as recuperações parciais de cada etapa. 
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Este método também nos permitiu selecionar o material de partida para a 

purifícação, descartando aqueles produtos de fermentação em que o nivel de 

secreção de hGH foi muito baixo e, portanto, de mais difícil purifícação, 

especialmente no que se refere à eliminação de ECP. 

Importante e até certo ponto insubstituível foi também a utilização das 

técnicas analíticas de HPLC, de exclusão molecular e fase reversa, durante todas 

as etapas da purifícação, para determinar as impurezas relacionadas ao hGH 

(formas poliméricas, desamidados e sulfóxidos). Estas técnicas permitiram 

acompanhar a eliminação ou eventualmente até o aparecimento destes 

contaminantes ao longo do processo. 

Particularmente interessante mostrou-se a análise feita, mediante essas 

duas técnicas, para a etapa de Sephacryl I (Figuras 6 e 7) através das quais foi 

possível avaliar as perdas de hGH ocorridas durante essa cromatografía, 

identifícando as formas eliminadas. 

Ressaltamos também o estudo realizado mediante RP-HPLC para 

identifícar qual das etapas cromatográfícas melhor elimina as formas 

desamidadas e os sulfóxidos. Este estudo, além de confírmar que a eliminação 

destas formas é extremamente inefíciente, indicou inesperadamente que a Q-FF 

Sepharose, nas condições por nós padronizadas, é a técnica que mais é capaz de 

reduzi-las. Os resultados desse estudo, apresentado na Tabela 8, mostram a 

dificuldade de separar formas relacionadas ao hGH como desamidados e 

sulfóxidos da forma não alterada do hormônio, em virtude da similaridade de 

suas propriedades físico-químicas. Portanto o ideal é prevenir sua formação. 

Sendo que os principais agentes responsáveis pelo aparecimento destas formas 

são o oxigênio, a luz e alto pH um alto controle destes fatores deve ser 

observado, evitando assim o aparecimento destas formas de dificil eliminação. 
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Ênfase foi dada também à quantificação de hGH e de proteína nas etapas 

iniciais do processo, um estágio no qual estas determinações são particularmente 

críticas e inexatas, especialmente devido à heterogeneidade das amostras. 

Salientamos que é praticamente impossível obter dados confiáveis de 

recuperação total do rec-hGH ou fornecer fatores de purificação reais quando a 

proteína total e o conteúdo de hGH no material de partida e nas primeiras etapas 

não são conhecidos de maneira exata. Esta limitação tem sido mencionada 

também por outros autores, especialmente no que se refere a resuhados de 

imunoensaios, uma técnica bastante inexata quando usada para quantificar uma 

proteína em matrix complexa ^̂ '̂ \ Na nossa experiência a determinação da 

proteína de interesse no choque osmótico, por radioimunoensaio, é 

freqüentemente super estimada. Provavelmente isso ocorre devido ao enorme 

efeito diluição observado neste tipo de determinação. 

Finalmente, quando possível, utilizamos cromatografias e resinas de fluxo 

rápido para abreviar a duração do processo que, excluindo a fermentação e a 

liofilização, nunca excede cinco dias. Além da vantagem econômica ao usar 

metodologias convencionais relativamente simples e de baixo custo, nossa 

experiência confirma, como enfatizado numa revisão recente deste tópico '̂̂ \̂ 

que a obtenção de proteínas recombinantes de alta qualidade está também muito 

relacionada à velocidade do processo de purificação. 

Em síntese, rapidez de processamento, flexibilidade e mínima alteração do 

produto de interesse juntamente com a otünização de cada etapa e a varredura 

sempre realizada para eliminar as ECP foram condições sumamente importantes 

para que o método de purificação proposto neste trabalho fosse capaz de 

proporcionar ahos rendimentos de rec-hGH, com o grau de pureza necessário 

para sua utilização como produto injetável. 
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