
 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA 
CENTRO DE CIÊNCIAS DA SAÚDE 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO EM CIÊNCIAS 

FARMACÊUTICAS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ESTUDO DE METODOLOGIAS PARA AVALIAÇÃO 
DO HORMÔNIO DA PARATIREÓIDE HUMANO 

RECOMBINANTE 
 
 
 
 
 
 
 

DISSERTAÇÃO DE MESTRADO 
 
 
 
 
 
 

Fernanda Pavani Stamm 

 
 
 
 
 
 

Santa Maria, RS, Brasil. 
 

2013



 

 

ESTUDO DE METODOLOGIAS PARA AVALIAÇÃO DO 

HORMÔNIO DA PARATIREÓIDE HUMANO 

RECOMBINANTE 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fernanda Pavani Stamm 
 
 
 
 

Dissertação apresentada ao Curso de Mestrado do Programa de 
Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas, Área de Concentração  
em Controle e Avaliação de Insumos e Produtos Farmacêuticos, da 

Universidade Federal de Santa Maria (UFSM, RS), como  
requisito parcial para obtenção do grau de 

Mestre em Ciências Farmacêuticas. 
 
 
 
 
 
 

Orientador: Prof. Dr. Sérgio Luiz Dalmora 
 
 
 
 
 
 
 

Santa Maria, RS, Brasil. 
 

2013 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  



 

 

Universidade Federal de Santa Maria 
Centro de Ciências da Saúde 

Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 
Departamento de Farmácia Industrial 

 
 
 
 

A Comissão Examinadora, abaixo assinada, 
aprova a Dissertação de Mestrado 

 
 
 

ESTUDO DE METODOLOGIAS PARA AVALIAÇÃO DO HORMÔNIO 

DA PARATIREÓIDE HUMANO RECOMBINANTE 
 
 

elaborada por 
Fernanda Pavani Stamm 

 
 
 

como requisito parcial para obtenção do grau de 
Mestre em Ciências Farmacêuticas 

 
 

COMISSÃO EXAMINADORA: 
 
 
 

Sérgio Luiz Dalmora, Dr. 
(Presidente/Orientador) 

 
 
 

Maria Teresa de Carvalho Pinto Ribela, Drª. (IPEN-USP) 
 
 
 

Gizele Scotti do Canto, Dra. (UFSM) 
 
 
 
 

Santa Maria, 31 de janeiro de 2013.  



 

 

 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

 

Primeiramente agradeço a Deus pela vida, iluminação, saúde e força para enfrentar os 

obstáculos; 

ao Prof. Dr. Sérgio Luiz Dalmora, pelo apoio, confiança, orientação e revisão crítica; 

aos meus pais, José Jarbas e Miriam Elizabeth pelo amor, educação, incentivo e apoio 

incondicional na passagem de mais uma etapa; 

ao meu noivo Ivan Carlos Maldaner, pelo amor, carinho, apoio e compreensão; 

aos colegas Ricardo Souto, Guilherme Calegari, Francine Trevisan, Guilherme de Freitas, 

Maurício Walter e demais bolsistas do Laboratório de Controle da Qualidade de Produtos 

Biológicos e Bioequivalência, em especial a Yãnaí Schneinder, Bruna Xavier, Rafaela 

Perobelli e Clóvis Cardoso Jr; 

aos professores e funcionários do Departamento de Farmácia Industrial; 

à UFSM, que possibilitou a execução deste trabalho; 

à CAPES, pelo apoio financeiro; 

A todos que contribuíram de alguma maneira para a conclusão deste trabalho. 

 
 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

“Mude as suas opiniões, mantenha os seus 

princípios, troque suas folhas e mantenha 

suas raízes." 

 

Victor Hugo 
  



 

 

RESUMO 

Dissertação de Mestrado 
Programa de Pós-Graduação em Ciências Farmacêuticas 

Universidade Federal de Santa Maria 
 

ESTUDO DE METODOLOGIAS PARA AVALIAÇÃO DO HORMÔNIO 

DA PARATIREÓIDE HUMANO RECOMBINANTE 
 

AUTORA: FERNANDA PAVANI STAMM 
ORIENTADOR: SÉRGIO LUIZ DALMORA 

Data e Local da Defesa: Santa Maria, 31 de janeiro de 2013. 
 

 O hormônio da paratireóide humano (hPTH) é um polipeptídio constituído de 84 
aminoácidos e tem função essencial como regulador da homeostase dos íons cálcio e fosfato, 
e manutenção da estrutura óssea. O hormônio da paratireóide humano recombinante, rhPTH 
(1-34), é produzido pela tecnologia do DNA em Escherichia coli,  apresenta a sequência de 
aminoácidos responsável pela porção biologicamente ativa do paratormônio natural e é usado 
clinicamente para o tratamento da osteoporose de alto risco de fraturas em mulheres pós-
menopausa e de homens com osteoporose primária ou hipogonadal. No presente trabalho 
foram desenvolvidos e validados métodos por cromatografia líquida em fase reversa (CL-FR) 
e por exclusão molecular (CL-EM) para a avaliação de rhPTH (1-34) em formulações de 
produtos biofarmacêuticos. No método por CL-FR, foi utilizada coluna  Zorbax 300 SB C18 
(150 mm x 4,6 mm d.i.), mantida a 40 ºC. A fase móvel A foi constituída por tampão sulfato 
de sódio 0,1 M, pH 2,3, e a fase móvel B por acetonitrila, eluídas em gradiente. No método 
por CL-EM foi utilizada coluna BioSep-SEC-S 2000 (300 mm x 7.8 mm d.i.), mantida a 25 
ºC. A fase móvel foi contituída de tampão ácido fosfórico 0,1 M, pH 2,5, eluída em vazão 
isocrática de 0,7 mL/min. Para ambos os métodos utilizou-se detector de arranjo de diodos 
(DAD) a 214 nm.  A separação cromatográfica foi obtida nos tempos de 12,2 e 13,2 min, 
sendo linear na faixa de concentração de 1-250 µg/mL (r2 = 0,9997) e 1-300 µg/mL (r2 = 
0,9993), respectivamente, para os métodos por CL-FR e CL-EM. Os limites de detecção e 
quantificação foram 0,44 e 1,47 µg/mL, respectivamente, para o método por CL-FR e 0,79 e 
2,63 por CL-EM. A especificidade foi avaliada em estudos de degradação, que também 
demonstraram que não houve interferência dos excipientes. A exatidão foi 100,49 e 100,22, 
com bias inferior a 1,12 e 0,81, respectivamente, para os métodos por CL-FR e CL-EM. Além 
disso, realizou-se o teste de citotoxicidade in vitro das formas degradadas, as quais 
apresentaram diferença significativa em relação a forma intacta (p<0,05). O métodos 
propostos foram aplicados para avaliação da potência de rhPTH (1-34) e de proteínas 
relacionadas em formulações biofarmacêuticas, e os resultados foram comparados com os 
bioensaios, observando-se diferenças das médias de teor/potência 0,64% e 1,31% inferiores 
para os métodos por CL-FR e CL-EM, em relação ao bioensaio in vivo, e  0,98% e 0,31% 
superiores, respectivamente, em relação ao in vitro. Contribuíu-se assim para estabelecer 
procedimentos que aprimoram o controle da qualidade,  garantindo a  segurança e eficácia 
terapêutica do produto biotecnológico.  
 
Palavras-chave: Hormônio da paratireóide humano recombinante (1-34). Cromatografia 
líquida. Bioensaio. Validação. Correlação. 
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RECOMBINANT HUMAN PARATHYROID HORMONE 
 

AUTHOR: FERNANDA PAVANI STAMM 
ADVISER: SÉRGIO LUIZ DALMORA 

Presentation date: Santa Maria, January 31th 2013. 
 

Human parathyroid hormone (hPTH) is a polypeptide with 84 amino acids and it is the 
most important peptide regulator for calcium and phosphate ion homeostasis, maintaining 
bone structure. Recombinant human parathyroid hormone, rhPTH (1-34), produced by DNA 
technology in Escherichia coli contain the active amino-terminal fragment of the full length 
hPTH and is currently being used worldwide for the treatment of osteoporosis at high risk of 
fractures in postmenopausal women and men with osteoporosis primary or hypogonadal.  
Reversed-phase liquid chromatography (RP-LC) and size exclusion liquid chromatography 
(SE-LC) methods were developed and validated for the assessment of recombinant human 
parathyroid hormone (rhPTH 1-34) in biopharmaceutical formulations. A gradient RP-LC 
method was carried out on a Zorbax 300 SB C18 column (150 mm x 4.6 mm i.d.), maintained 
at 40 ºC. The mobile phase A consisted of 0.1 M sodium sulphate buffer, pH 2.3, and the 
mobile phase B was acetonitrile. The SE-LC method was carried out on a BioSep-SEC-S 
2000 column (300 mm x 7.8 mm i.d.), maintained at 25 ºC. The mobile phase consisted of 0.1 
M phosphoric acid buffer, pH 2.5, run isocratically at a flow rate of 0.7 mL/min. 
Cromatographic separation was obtained with retention times of 12.2 min, and 13.2 min, and 
was linear over the concentration range of 1-250 µg/mL (r2 = 0.9997) and 2-300 µg/mL (r2 = 
0.9993), respectively, for RP-LC and SE-LC, with photodiode array (PDA) detection at 214 
nm. The limits of detection and quantitation were 0.44 and 1.47 µg/mL, respectively, for the 
RP-LC and 0.79 and 2.63 µg/mL, for the SE-LC. Specificity was established in degradation 
studies, which also showed that there was no interference of the excipients. Equally, the 
accuracy was 100.49% and 100.22%, with bias lower than 1.12% and than 0.81%. Moreover, 
the in vitro cytotoxicity test of related proteins and higher molecular weight forms showed 
significant differences (p< 0.05) compared to intact molecule. The validated methods were 
applied for the determination of rhPTH and related proteins in biotechnology-derived 
products, giving lower mean differences of the estimated content/potencies of 0.64% and 
1.31% for the RP-LC and SE-LC related to the in vivo bioassay, and of 0.98% and 0.31% 
higher, compared to the in vitro cell culture assay, respectively. It is concluded that represents 
a contribution to establish new alternatives to monitor stability, quality control and thereby 
assure therapeutic efficacy of the biotechnology-derived medicine. 

 
Keywords: Recombinant human parathyroid hormone (1-34). Liquid chromatography. 
Bioassay. Validation. Correlation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O hormônio da paratireóide humano (hPTH) é produzido e secretado pelas glândulas 

paratireóides e é o principal regulador da homeostase dos íons cálcio e fosfato nos ossos e 

sangue, atuando na manutenção da estrutura óssea. 

 As pesquisas recentes, especialmente na área de biotecnologia, possibilitaram a 

transferência de genes de um organismo para outro e viabilizaram a produção de moléculas 

altamente purificadas em quantidades consideráveis. Entre elas destaca-se o hormônio da 

paratireóide humano recombinante, rhPTH (1-34), que é produzido por engenharia genética, 

apresenta massa molecular de 4,1 kDa e é composto pela sequência de 34 aminoácidos que 

correspondem a porção biologicamente ativa do hormônio da paratireóide humano. É 

clinicamente indicado para o tratamento da osteoporose de alto risco de fraturas em mulheres 

pós-menopausa e de homens com osteoporose primária ou hipogonadal. 

A avaliação de potência do rhPTH (1-34) tem sido realizada através do ensaio 

biológico da hipercalcemia em frangos in vivo e do bioensaio in vitro, baseado na atividade da 

adenilato ciclase em células UMR-106 e SaOS-2. Recentemente foi introduzido bioensaio 

baseado na atividade proliferativa de células UMR-106, cujas respostas espectrofotométricas 

são determinadas com corantes vitais como MTT (PARSONS et al., 1973; REIDHAAR-

OLSON et al., 2000, MOK et al., 2010). 

As proteínas requerem alto grau de especificidade estrutural para interagir com o sítio 

de ação, que justifica a caracterização físico-química para demonstrar as formas 

biologicamente ativas dos produtos biotecnológicos. Neste sentido, os métodos por 

cromatografia líquida de alta eficiência (CLAE) viabilizaram a separação, identificação e 

quantificação das substâncias biológicas, e também tem sido estudados para uso em 

combinação com os bioensaios ou como alternativa. Os métodos por cromatografia líquida em 

fase reversa (CL-FR) com detecção no ultravioleta (UV) são amplamente utilizados na 

quantificação de biofármacos, controle de qualidade, separação e determinação das formas 

oxidadas e desamidadas de proteínas (RIBELA et al., 2006; SILVA et al., 2009a). Do mesmo 

modo, a cromatografia líquida por exclusão molecular (CL-EM) é uma técnica versátil 

adotada para determinação de proteínas e das formas agregadas na sua configuração nativa, 

devido as condições de eluição compatíveis com as macromoléculas biológicas (QIAN et al., 

2008). A presença de formas relacionadas e degradadas nas proteínas recombinantes de uso 

terapêutico pode causar alterações com redução ou perda da atividade farmacológica e efeitos 
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imunológicos (WANG, 2005; WANG 2010). Desse modo, recomenda-se determinar seu teor 

e estabelecer limites nos produtos biofarmacêuticos. 

Acrescenta-se que após o desenvolvimento de um método, a validação deve 

demonstrar, através de estudos experimentais, que este atende às exigências das aplicações 

analíticas, sendo adequado para o propósito pretendido, assegurando a confiabilidade e 

reprodutibilidade dos resultados (ICH, 2005; ROZET et al., 2007). A avaliação de 

biomoléculas produzidas por expressão em sistemas celulares diversos, por métodos eficientes 

e validados é fundamental para assegurar que os lotes sucessivos de produção tenham 

qualidade igual ou superior ao submetido aos estudos pré-clínicos e clínicos, durante o 

processo de registro. Além disso, são importantes para viabilizar possíveis estudos de 

similaridade de macromoléculas biologicamente ativas. Por sua vez, as especificações 

preconizadas para os produtos biológicos visam garantir a eficácia e segurança clínica 

(EMEA, 2005; LONGSTAFF et al., 2009; BRASIL, 2010). Destaca-se que até o presente 

momento não existe na literatura oficial metodologia para a avaliação da potência de rhPTH 

(1-34). 

Neste trabalho, objetivou-se: a) desenvolver e validar método por cromatografia 

líquida em fase reversa para a avaliação de proteínas relacionadas e da forma não-alterada de 

rhPTH (1-34) em produtos biofarmacêuticos; b) desenvolver e validar método por 

cromatografia líquida por exclusão molecular para avaliação de potência, determinação de 

dímeros e agregados de rhPTH (1-34); c) avaliar correlação entre os métodos por 

cromatografia líquida e os bioensaios de hipercalcemia in vivo e de cultura de células in vitro; 

d) avaliar a bioatividade in vivo e in vitro e citotoxicidade das formas degradadas e molécula 

íntegra. Desse modo, pretendeu-se estudar metodologias que possam contribuir para a 

avaliação de identidade, pureza e teor/potência, aprimorando o controle da qualidade e 

garantindo a segurança e eficácia terapêutica desse produto biotecnológico.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

A osteoporose é uma doença caracterizada pelo aumento da fragilidade esquelética, 

devido a redução e deterioração da densidade mineral (DMO) e da microestrutura óssea, que 

consequentemente eleva o risco de fraturas (NOTELOVITZ, 2008). Agentes anti- 

reabsortivos, estrogênios e bisfosfanatos inibem a degradação óssea  e tem sido utilizados 

para prevenção e redução do risco de fraturas osteoporóticas. Entretanto, esses compostos não 

restauram a massa óssea, cujo efeito é atribuído ao hormônio da paratireóide humano, hPTH 

(SAMBROOK, 1995; CHUNXIAO, 2011). O hPTH é um polipeptídio constituído de 84 

aminoácidos com massa molecular de 9 kDa, propriedades básicas e ponto isoelétrico PI>9. 

Tem função essencial como regulador da homeostase dos íons cálcio e fosfato, e na 

manutenção da estrutura óssea. 

 Os avanços na área de biotecnologia possibilitaram a clonagem e expressão do gene 

do hPTH em Escherichia coli (E.coli), com produção do hormônio da paratireóide humano 

recombinante, rhPTH (1-34), também denominado Teriparatida. Estruturalmente tem 

sequência de 34 aminoácidos que é idêntica à porção N-terminal do hPTH, que é responsável 

pela sua atividade biológica. Apresenta massa molecular de 4,1 kDa e a fórmula química do 

rhPTH (1-34) é C181H291N55O51S2. A estrutura primária e tridimensional estão representadas 

nas Figuras 1 e 2 (HAMANN & LANE, 2006; QUATTROCCHI & KOURLAS, 2004; LIN & 

LIN, 2011). 
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Figura 1 – Estrutura primária do rhPTH (1-34), adaptada (LIN & LIN, 2011). 
 
 
 

 
Figura 2 – Representação da estrutura tridimensional do rhPTH 1-34, adaptada (LEI et al., 
2005). 
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 O rhPTH (1-34) encontra-se disponível como produto biofarmacêutico denominado 

Fortéo®, sendo fabricado pelo laboratório francês Lilly France e distribuído no Brasil pelo 

laboratório Eli Lilly, sob a forma de solução injetável, na apresentação de 750 mcg/ caneta 

injetora. A dose diária recomendada é de 20 mcg, por via subcutânea durante período máximo 

de 2 anos. 

 A administração diária de baixas doses de rhPTH previne a perda óssea e preserva ou 

aumenta a densidade mineral óssea (DMO), a massa e força óssea em humanos e várias outras 

espécies animais (LINDSAY et al., 1997; NEER et al., 2001). O rhPTH foi o primeiro agente 

anabólico a receber a aprovação do US Food and Drug Administration (FDA), sendo 

clinicamente indicado para o tratamento da osteoporose de alto risco de fraturas em mulheres 

pós-menopausa e de homens com osteoporose primária ou hipogonadal (QUATTROCCHI & 

KOURLAS, 2004).  

O rhPTH atua no metabolismo do cálcio semelhantemente ao hPTH, exercendo 

atividades regulatórias responsáveis pela manutenção da homeostase do cálcio, tais como: 

elevação do cálcio sanguíneo através do aumento da reabsorção óssea osteoclástica, aumento 

da reabsorção renal de cálcio e elevação de fosfatúria pela inibição da via de reabsorção trans-

epitelial tubular renal de fosfato. Também contribui para o aumento da absorção intestinal de 

cálcio, estimulando a síntese renal de 1,25- dihidróxivitamina D (KIMMEL et al., 1993; 

SATTERWHITE et al., 2010, COLE et al., 2007). 

As principais atuações do rhPTH sobre os osteoblastos iniciam com a ligação da sua 

porção amino-terminal a um tipo de receptor de membrana específico tipo I (PRPI) acoplado 

a proteína G. Essa ligação provoca mudanças conformacionais e estruturais no meio 

citoplasmático, que permite a ativação da proteína G do tipo GS ou GQ.  A proteína GS ativada 

aumenta a atividade da enzima adenilato ciclase (Ac), elevando os níveis celulares de 

monofosfato cíclico de adenosina (AMPC). Este atua como segundo mensageiro ativando a 

proteína quinase A (PK-A), cujos substratos são fosforilados em resposta a ativação do 

receptor PRPI. A proteína GQ ativada aumenta a atividade da fosfolipase C, enzima que 

hidrolisa a membrana plasmática do fosfolipídio 4,5-bisfosfato fosfatidilinositol para produzir 

diacilglicerol (DAG) e 1,4,5- trifosfato inositol (IP3). DAG e IP3 atuam como segundo 

mensageiros, ativando a proteína quinase C (PK-C), o que resulta na abertura dos canais de 

cálcio presentes na membrana do retículo endoplasmático e no aumento de cálcio livre no 

citosol (GRACITELLI et al., 2002; GOLTZMAN et al., 1999; ULLOA-AGUIRRE et al., 

1999). 
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Figura 3 – Representação da interação do rhPTH com o receptor acoplado a proteína Gs (A) e 
GQ (B) conforme Ulloa-Aguirre et al., 1999. 
 

A ativação da via Ac/AMPc/PK-A é essencial para a maioria das funções 

osteoblásticas e embora ative genes primordiais, mediadores da osteoclastogênese, o sistema 

da PK-C também tem se mostrado importante para a função osteoblástica quando o rhPTH é 

fornecido de maneira intermitente. De modo geral, o rhPTH induz a expressão de genes 

relacionados a uma série de fatores de crescimento, os quais incluem IGF-1, IGF-2, TGF-β, 

nas células estromais. Os fatores de crescimento atuam no recrutamento de células pré- 

osteoblásticas, derivadas das células estromais da medula óssea, e induzem a diferenciação e 
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maturação destas em osteoblastos maduros, capazes de sintetizar colágeno em grande 

quantidade (GOLTZMAN, 1999). 

 Embora de forma indireta, o rhPTH atua sobre os osteoclastos, uma vez que 

osteoblastos e células estromais estão envolvidas na osteoclastogênese. Sob estímulo do 

rhPTH, a célula madura secreta o ligante da osteoprotegerina (OPG-L), que tem sua 

transcrição ativada pela via da PK-A. O OPG-L tem a capacidade de se ligar ao receptor de 

membrana (RANK) nas células progenitoras hematopoiéticas, induzindo a diferenciação em 

osteoclastos. No entanto, a osteoprotegerina (OPG), receptor solúvel da família do fator de 

necrose tumoral, inibe a diferenciação e ativação destas células por competir com o RANK 

pela OPG-L. Estudos in vivo demonstraram que administrações contínuas de rhPTH, 

causadoras de reabsorção óssea, desencadeiam diminuição da OPG e aumento da OPG-L 

(MA et al., 2001; SUDA et al., 1995; BEKKER et al., 2001). 

 

 

Figura 4 – Esquema representativo da ação indireta do rhPTH sobre os osteoclastos conforme 
Gracitelli et al., 2002. 
 

 As ações renais do rhPTH incluem: inibição da reabsorção renal de fosfato, 

estimulação da reabsorção de cálcio e aumento da produção de 1,25-dihidroxivitamina D. O 

fosfato forma complexo com o cálcio livre no sangue, que resulta na redução dos níveis de 

cálcio ionizado quando há elevação do fosfato sérico. Assim, a excreção renal do fosfato 

induzida pelo rhPTH facilita o aumento do cálcio ionizado e total no sangue. A fosfatúria 

deve-se a inibição do co-transportador sódio-fosfato tipo II, que conduz a resposta de inibição 

da reabsorção de fosfato pelo túbulo proximal renal. Os principais sítios de atuação do rhPTH 

para o aumento da reabsorção renal de cálcio são o túbulo contorcido distal renal e o ramo 

ascendente da alça de Henle. Estudos demonstram que a reabsorção tubular distal renal de 

cálcio é um processo ativo que requer entrada de cálcio nos canais diidropiridínicos. Os 

fármacos que inibem estes canais são efetivos para bloquear a reabsorção renal de cálcio 

induzida pelo rhPTH (MARCUS et al., 2001).  
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 Parsons et al. (1973) desenvolveram e validaram bioensaio in vivo baseado na 

hipercalcemia em frangos induzida por PTH, administrando doses de 6, 18 e 54 µg/mL de 

PTH de formulações farmacêuticas, via intravenosa. Determinaram a concentração sérica de 

cálcio 60 minutos após as injeções por espectrofotometria de absorção atômica.  

 Yamamoto et al. (1994) realizaram estudo comparativo da bioatividade do hPTH(1-

84) e hPTH (1-34) avaliada pelo bioensaio in vivo de hipercalcemia em frangos. Os resultados 

demonstraram potência biológica superior para o hPTH (1-84), que pode estar relacionada a 

maior afinidade da região C-terminal pelo receptor do PTH. 

 Reidhaar-Olson et al. (2000) realizaram mutagênese sítio dirigida para a obtenção de 

variantes ativas de rhPTH (1-34), que tiveram sua potência biológica avaliada pela atividade 

da adenilato ciclase em células de osteosarcoma de rato UMR-106 e em células de 

osteosarcoma humana SaOS-2. Além disso, os autores avaliaram a afinidade das variantes 

ativas ao receptor PTH através do ensaio de ligação ao receptor. Embora algumas mutações 

nos resíduos Lys13, Glu19, Val21, Glu22, Lys27 e Asp30 contribuam para o aumento da atividade 

biológica do rhPTH (1-34), verificou-se que esta depende criticamente da identidade dos 

resíduos de metionina das posições 8 e 18.  

 Mok et al. (2010) desenvolveram bioensaio in vitro da atividade proliferativa de 

células UMR-106 para avaliar a atividade biológica de Icariin, flavonóide glicosilado da 

Herba Epimedii que apresenta efeito farmacológico na prevenção da perda óssea durante a 

osteoporose. A proliferação celular foi detectada com MTS e a absorbância determinada em 

leitor de microplacas a 490 nm.  

 Hashimoto et al. (1994) demonstraram a expressão de receptores de PTH/rhPTH 

acoplados ao sistema de ativação da adenilato ciclase em cultura de astrócitos de rato. O 

sistema de ativação do receptor foi confirmado pelo aumento linear de AMPc determinado 

por radioimunoensaio. Também verificaram por imunofluorescência que o rhPTH (1-34) 

induz mudanças morfológicas mediadas por AMPc intracelular em astrócitos imunorreativos 

à proteína glial fibrilar ácida (GFAP), sugerindo que o rhPTH desempenha resposta local na 

fisiologia neuronal.  

 Nakao et al. (2009) pesquisaram a relação entre a sinalização da proteína 

morfogenética óssea (BMP) e o aumento dos níveis de AMPc induzido por PTH em linhagem 

de células osteoblásticas de camundongo MC3T3-E1. Foram determinados os níveis de 

AMPc bem como as atividades da fosfatase alcalina e luciferase em células MC3T3-E1 

tratadas com hPTH (1-34) e rhBMP-2.  Os resultados demonstraram a eficácia do tratamento 
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cíclico com PTH na manutenção do AMPc em níveis intracelulares elevados, o que promove 

aceleração da diferenciação osteoblástica induzida pela proteína morfogenética óssea.  

 A farmacocinética, distribuição tecidual e perfil de excreção do rhPTH (1-34) foi 

estudada em ratos após injeção única por via subcutânea de 5, 10 e 20 µg/kg e intravenosa de 

10 µg/kg, demonstrando biodisponibilidade absoluta, rápida absorção e excreção, 

especialmente urinária (HU et al., 2006). 

 A estabilidade in vitro do rhPTH (1-34) foi estudada em homogeneizados de tecido 

hepático, renal e pulmonar de ratos. A degradação do rhPTH foi monitorada em função do 

tempo e os principais produtos de degradação foram identificados por espectrometria de 

massas com ionização e dessorção a laser assistida por matriz (MALDI-TOF-MS) e 

cromatografia líquida acoplada à espectrometria de massas (LC-ESI-MS/MS). O principal 

produto de degradação deriva da clivagem da ligação peptídica Leu15-Asn16 e sua presença foi 

verificada nos três tecidos analizados. A degradação pode ser interrompida com inibidores 

específicos de serina e metaloproteases (LIAO et al., 2010).  

Chunxiao et al. (2007) realizaram a clonagem e expressão de análogo com duas 

prolinas adicionais aos 34 aminoácidos do rhPTH. Executaram a caracterização por 

eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), avaliação da atividade biológica pelo 

ensaio de Parsons em frangos, e da atividade farmacológica pela determinação da densidade 

do material ósseo (DMO) em ratas. Posteriormente, Chunxiao et al. (2011) prepararam 

derivados com substituição da arginina por leucina e adição de prolinas na carboxila terminal, 

que foram caracterizados e avaliada a atividade biológica pelo ensaio de Parsons. 

 Pichette et al. (2000) desenvolveram método por CL-FR em coluna C18 mantida a 50 

°C para determinação da pureza de hPTH (1-84) em preparações sintéticas. Observaram que a 

utilização de fase móvel composta por ácido trifluoracético (TFA) e acetonitrila não foi 

eficiente para a separação da impureza principal. A separação cromatográfica foi obtida com a 

aplicação de gradiente com fase móvel A composta de cloreto de sódio 0,155 M e de 

pentanosulfonato de sódio 0,037 M, pH 5,6, e fase móvel B de acetonitrila. Efetuaram análise 

de hPTH (1-84) com separação de impurezas em níveis similares ao detectado pelo método 

por eletroforese capilar. 

 Frelinger et al. (1984) separaram os produtos de oxidação do hPTH sintético de 

origem bovina por cromatografia líquida em fase reversa e avaliaram a atividade biológica 

pelo bioensaio da adenilato ciclase renal. Os resultados demonstraram atividade reduzida para 

os sulfóxidos da metionina, Met8 e Met18. 
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 Nabuchi et al. (1995) determinaram os resíduos oxidados de metionina do rhPTH após 

tratamento com peróxido de hidrogênio (H2O2), por espectrometria de massas. A atividade 

biológica dos sulfóxidos foi avaliada pelo ensaio da adenilato ciclase em células de 

osteosarcoma de rato ROS 17/2,8-5, que demonstrou a bioatividade reduzida das formas 

oxidadas. 

Yin et al. (2004) avaliaram os efeitos e mecanismos antioxidantes do ácido ascórbico 

sobre o hormônio da paratireóide humano (13-34). Método por CL-FR com coluna C4 e 

gradiente de eluição foi empregado para quantificar a oxidação do resíduo de metionina 

(Met18) do hPTH (13-34). Observaram que baixas concentrações de ácido ascórbico, na 

presença de íons metálicos de ferro e cobre, fazem com que o mesmo atue como pró-oxidante. 

Também verificaram que a adição do agente quelante EDTA na formulação foi efetiva para a 

prevenção da degradação do hPTH (13-34). 

Kamberi et al. (2004) desenvolveram método por cromatografia líquida por exclusão 

molecular (CL-EM) e estudaram a efetividade da adição de sal e solventes orgânicos na 

supressão de interações hidrofóbicas/eletrostáticas entre o hPTH (1-34) e a coluna, bem como 

no aumento da precisão durante a determinação de agregados. Os autores obtiveram melhor 

resolução pela combinação de fase móvel A composta por ácido trifluoracético 0,1% em 

solução de cloreto de sódio 0,2 M e fase móvel B de acetonitrila (80/20, v/v), eluídas em 

vazão de 0,5 mL/min e detecção a 215 nm. 

Na & Lee (2004) caracterizaram o hormônio da paratireóide humano (1-34) peguilado  

por eletroforese capilar acoplada a espectrometria de massas MALDI-TOF-MS. O método foi 

utilizado para otimizar o processo de peguilação e determinar a extenção e os sítios de 

peguilação de cada isômero a partir da sua clivagem enzimática. Sugeriram a aplicação do 

método para estudos de peguilação de outros produtos biofarmacêuticos. 

Jing et al. (2006) identificaram a estrutura primária do rhPTH (1-34) e determinaram o 

seu peso molecular por espectrometria de massas com triplo quadrupolo-tempo de vôo e 

ionização por nanoelectrospray (ESI-TOF-MS). A massa molecular determinada foi de 

4115,21 Da com erro relativo de 0,06% comparável a massa molecular teórica de 4117,76 Da, 

demonstrando que não houve deleção, mutação ou modificação durante o processo de 

expressão e purificação do rhPTH.  

A cromatografia líquida destaca-se entre os métodos usados para análise qualitativa e 

quantitativa de fármacos, produtos acabados e amostras biológicas, apresentando-se como 

método específico, sensível, robusto e reprodutível, com custo e duração de análise adequados 

(ZARRIN et al., 2006; ALMEIDA et al 2010). Os métodos por CL-FR exploram as 
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propriedades hidrofóbicas das moléculas e têm sido amplamente utilizados na quantificação 

de biofármacos, separação e quantificação de formas oxidadas e desamidadas das proteínas, 

com detecção no ultravioleta (BUCHHEIT et al., 2002; AHRER & JUNGBAUER, 2006; 

DALMORA et al., 2006; RIBELA et al., 2006). Um inconveniente deste método é a possível 

desnaturação ou dissociação das proteínas adsorvidas à matriz da coluna, não sendo 

apropriado para estabelecer a potência dos produtos farmacêuticos que contêm oligômeros 

não covalentes e polímeros biologicamente inativos (DALMORA et al., 1997; WANG, 1999; 

OLIVEIRA et al., 2007).  

Os procedimentos e especificações para a validação de métodos analíticos estão 

descritos na literatura (FDA, 2001; ICH, 2005; USP 35, 2012). Os principais parâmetros a 

serem avaliados são a especificidade, linearidade, precisão, exatidão, limite de detecção e 

quantificação, robustez e adequabilidade do sistema. Esses parâmetros encontram-se 

detalhadamente descritos em dissertações já desenvolvidas no laboratório de produtos 

biológicos da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM) (BARTH, 2007; SILVA, 2009b) 

e no artigo (ARTIGO 3.1). Desse modo, esses parâmetros demonstram que o método é 

adequado para a finalidade pretendida, assegurando a confiabilidade e reprodutibilidade dos 

resultados (SWARTZ & KRULL, 1998; SHABIR, 2003; RIBANI et al., 2004; SHABIR et 

al., 2007; ROZET et al., 2007; INJAC et al., 2008). 

Os estudos de métodos físico-químicos que possam ser usados em combinação ou 

como alternativa aos bioensaios in vitro e in vivo, são importantes para as análises qualitativas 

e quantitativas das proteínas relacionadas, e das formas de alta massa molecular das 

macromoléculas biologicamente ativas. Além disso, a precisão, exatidão, condições e 

facilidade de execução em relação ao ensaio biológico contribuem para aprimorar o controle 

da qualidade dos produtos biológicos. Atualmente, os métodos preconizados para as etapas 

pré-clínicas, avaliação de identidade, pureza, potência e caracterização das biomoléculas são 

também importantes para fundamentar estudos de biosimilaridade conforme preconizam os 

guias internacionais, com os avanços sucessivos na área de bioterapêuticos (CHMP, 2005; 

EMEA, 2005). As estruturas moleculares tridimensionais complexas de alta massa molecular 

dos biofármacos e sua heterogeneidade dependente do processo de produção de células vivas 

fazem com que as biomoléculas sejam diferentes dos fármacos clássicos. Assim, os métodos 

analíticos usuais não conseguem caracterizar estas moléculas suficientemente para confirmar 

a sua equivalência estrutural com o fármaco de referência. Consequentemente tem sido usada 

a combinação de métodos que representam a tecnologia do estado-da-arte para caracterização 

e estudos de comparabilidade. Os guias oficiais e parâmetros de especificação têm sido 
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avaliados e atualizados com destaque para o impacto na segurança e eficácia terapêutica 

(SCHELLEKENS, 2009; KRESSE, 2009; SCHELLEKENS & MOORS, 2010). 

A publicação científica efetuada no contexto da dissertação está anexada a seguir, 

obervando-se que os materiais e métodos utilizados, bem como os resultados obtidos, 

encontram-se descritos na mesma. 
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DISCUSSÃO 

 

A tecnologia do DNA recombinante viabilizou a produção de proteínas de interesse 

terapêutico. Nesse contexto, o desenvolvimento de métodos para a avaliação da identidade, 

pureza, potência e estabilidade, fundamenta-se na combinação de técnicas biológicas, físico-

químicas e imunológicas, necessárias para a completa caracterização do biofármaco de uso 

clínico. 

Os ensaios biológicos expressam a atividade biológica e sua realização é essencial 

para a avaliação da potência de biomoléculas, para os quais em geral não se dispõem de 

metodologias analíticas para o controle de qualidade. Especialmente, para o hormônio da 

paratireóide humano recombinante a potência biológica tem sido determinada por bioensaios 

in vivo e in vitro, baseados na determinação da hipercalcemia em frangos e avaliação da 

atividade proliferativa da linhagem de células UMR-106, respectivamente, adotados no 

presente trabalho (PARSONS et al., 1973; REIDHAAR-OLSON et al., 2000; MOK at al., 

2010). 

Realizou-se teste de identificação por SDS-PAGE não-redutora, obtendo-se perfil 

eletroforético com banda relativa ao rhPTH (1-34) na região de 4 kDa, confirmada também 

pelos marcadores de peso molecular e pelo padrão de referência, aplicados no mesmo gel. A 

transferência e detecção imunológica efetuada com anticorpos específicos em membrana de 

nitrocelulose, apresentou banda única na região de 4 kDa. Esses procedimentos podem ser 

usados inclusive para identificar e quantificar impurezas protéicas da célula hospedeira (USP 

35, 2012).  

Os métodos cromatográficos têm sido usados para diferentes produtos biológicos 

recombinantes nas etapas de expressão, purificação e análise qualitativa e quantitativa, e para 

estudos de correlação com os bioensaios in vivo e in vitro. Desse modo, optou-se por 

pesquisar e validar procedimentos por cromatografia líquida em fase reversa e por exclusão 

molecular para a determinação de rhPTH (1-34), suas proteínas relacionadas e formas de alta 

massa molecular em produtos biofarmacêuticos. 

A discussão apresentada a seguir está baseada no ARTIGO 3.1, publicado no Analyst. 

Avaliou-se a atividade biológica de rhPTH (1-34) pelo bioensaio in vivo de 

hipercalcemia em frangos baseado no aumento dos níveis séricos de cálcio induzido por 

injeções de formulações farmacêuticas de rhPTH. Observou-se média de potência de 
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100,97%, correspondente ao teor determinado de 252,42 mcg de rhPTH (1-34), conforme 

demonstra a tabela 5.  

Paralelamente, executou-se o bioensaio in vitro da atividade proliferativa em células 

UMR-106. Observou-se que a potência pelo bionsaio in vivo da hipercalcemia em frangos foi 

em média 1,62% superior em relação ao bioensaio em células UMR-106 com diferença não 

significativa, conforme calculado pelo teste t de Student (p˃0,05). 

A separação por CL-FR foi alcançada com tempo de corrida de 12,2 min (figura 1). Os 

picos adicionais, relativos aos sulfóxidos de metionina de rhPTH (1-34) produzidos sob 

condições oxidativas e a análise de amostra preparada com os excipientes da formulação, 

confirmaram a especificidade do método, com a pureza do pico do rhPTH (1-34) demonstrada 

com detector de arranjo de diodos (DAD). O método por CL-FR apresentou regressão linear 

significativa na faixa de concentração de 1 a 250 µg/mL (r2 = 0,9997). Os dados obtidos para 

a repetibilidade e precisão intermediária forneceram CV inferiores a 1,69%, o que mostra a 

precisão do método proposto, destacando-se que a literatura preconiza CV≤ 2% (SHABIR, 

2003). Na tabela 1 podem ser observados os valores experimentais obtidos, com média de 

100,49%, confirmando exatidão significativa. As potências obtidas nas análises não 

apresentaram diferenças significativas nas condições testadas, comprovando a robustez do 

método proposto, de acordo com a tabela 2. Conforme descrito em publicações, um 

inconveniente do método por CL-FR é a desnaturação ou dissociação das proteínas quando 

adsorvidas à matriz da coluna. Além disso, as condições típicas da fase reversa podem afetar a 

conformação da proteína e a resposta obtida não necessariamente representa a atividade da 

biomolécula (WICAR et al., 1994; DALMORA et al., 1997). Porém viabiliza a determinação 

de sulfóxidos que é necessária devido às possíveis respostas imunogênicas que podem causar 

no organismo humano (EMEA, 2007; GROOT & SCOTT, 2007). 

A separação por CL-EM foi obtida com tempo de retenção de 13,2 min (figura 2). A 

geração de picos adicionais, relativos aos dímeros e agregados, realizada sob aquecimento e a 

análise de amostra preparada com os excipientes da formulação, confirmaram a especificidade 

do método, com pureza do pico do rhPTH (1-34) demonstrada com detector de arranjo de 

diodos (DAD). O método por CL-EM apresentou regressão linear significativa na faixa de 2 a 

300 µg/mL (r2 = 0,9993). Os dados obtidos para a repetibilidade e precisão intermediária para 

forneceram CV inferiores a 1,47%, o que mostra a precisão do método. Na tabela 1 podem ser 

observados os valores experimentais obtidos, com média de 100,22%, confirmando exatidão 

significativa. As potências obtidas nas análises não apresentaram diferenças significativas nas 

condições testadas, comprovando a robustez do método proposto, de acordo com a tabela 3.  
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Por sua vez, os dados da verificação da adequabilidade do sistema cromatográfico mostraram 

que o equipamento e as condições dos métodos são adequados para assegurar a confiabilidade 

dos resultados, estando de acordo com a literatura, pois os valores de CV% foram inferiores a 

2% (ICH, 2005; USP 35, 2012).  

Demonstrou-se, portanto, que os métodos propostos cumprem os requisitos 

preconizados pela literatura oficial, podendo ser empregados para análise de rhPTH (1-34) em 

produtos biofarmacêuticos. Estudou-se então, a correlação entre os resultados fornecidos 

pelos métodos cromatográficos e o bioensaio em células UMR-106 com as amostras 

selecionadas, conforme demonstram as tabelas 4 e 5. Observou-se que o teor/potência por CL-

FR e por CL-EM foram em média 0,98% e 0,31% superiores, em relação ao bioensaio em 

células UMR-106, respectivamente, com diferença não significativa, conforme calculado pelo 

teste t de Student (p>0,05).  

Determinaram-se também, os sulfóxidos nas amostras analisadas por CL-FR e os 

dímeros e agregados nas amostras analisadas por CL-EM, através da soma das áreas dos picos 

com tempo de retenção menor que o principal, em relação à área total. Os valores foram 

expressos em percentagem com valor máximo encontrado de 4,24% para sulfóxidos e 3,15% 

para dímeros e agregados. Observa-se que geralmente as farmacopéias preconizam limite 

máximo de 12% para os sulfóxidos e de 6% para os compostos de alta massa molecular nas 

amostras de proteínas recombinantes (BP, 2012; USP, 2012). 

As amostras também foram degradadas artificialmente, analisadas por CL-FR e por 

CL-EM, e submetidas ao bioensaio in vivo e in vitro para avaliar a bioatividade das formas 

degradadas. Os sulfóxidos e compostos de alta massa molecular demonstraram bioatividade 

reduzida de 10% ± 5,85 (n=3) e 14% ± 5,13 (n=3) pelo bioensaio in vivo, e de  8% ± 2,55 

(n=3) e 12% ± 3,46 (n=3) pelo bioensaio in vitro, respectivamente, detectando mudanças 

significativas em relação à forma intacta do rhPTH (1-34), conforme calculado pelo teste t de 

Student (p<0,05).  

Tendo em vista possíveis degradações dos produtos biotecnológicos devido à sua 

estabilidade durante as etapas do processo de produção e/ou armazenamento avaliou-se 

também a citotoxicidade in vitro. As amostras foram analisadas por CL-FR e CL-EM, 

estabelecendo-se o teor de degradação de cada forma. As amostras foram então preparadas 

nesta condição e o ensaio realizado comparativamente à molécula integra do rhPTH (1-34). 

Os resultados obtidos demonstraram médias de CI50 = 46,90 µg/mL e CI50 = 49,64 µg/mL, 

respectivamente, para sulfóxidos e formas de alta massa molecular, com diferenças 
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significativas comparadas à forma intacta do rhPTH (1-34) que apresentou CI50 = 69,43 µg/ 

mL, conforme calculado pelo teste t de Student (p < 0.05). 

Até o presente momento, o rhPTH (1-34) não está descrito em nenhuma farmacopéia. 

Além disso, não há métodos cromatográficos validados publicados, o que é necessário no 

contexto da produção e caracterização de produtos biológicos recombinantes. Em 

conformidade com as recomendações atuais de aprimoramento, redução e substituição do uso 

de animais, sugere-se que os métodos por CL-FR e CL-EM sejam adotados em combinação 

com o bioensaio em células UMR-106 para a avaliação de potência e pureza do rhPTH (1-34) 

durante as etapas do processo de expressão e purificação para monitorar variações estruturais 

e conformacionais que podem causar efeitos significativos sobre a atividade biológica 

(KAISER et al., 1997) e para o controle da qualidade do produto farmacêutico acabado. 

Neste contexto, os resultados alcançados contribuem para aprimorar o controle da 

qualidade através da melhor caracterização da biomolécula, ampliando os procedimentos 

disponíveis para os estudos de comparabilidade, garantindo sua eficácia terapêutica e 

segurança. 
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5 CONCLUSÕES 

 

 
� Os bioensaios da hipercalcemia em frangos e da atividade proliferativa em células 

UMR-106 mostraram a potência dos produtos biotecnológicos selecionados, e 

foram adotados para viabilizar estudos de correlação com métodos físico-químicos. 

 

� Desenvolveu-se e validou-se método por cromatografia líquida em fase reversa 

específico, preciso, exato e robusto para avaliação do hormônio da paratireóide 

humano recombinante (1-34), que forneceu resultados de acordo com os parâmetros 

preconizados, para identificação, avaliação de sulfóxidos e da forma não-alterada. 

 

� Desenvolveu-se e validou-se método por cromatografia líquida por exclusão 

molecular específico, preciso, exato e robusto para avaliação do hormônio da 

paratireóide humano recombinante (1-34), que forneceu resultados de acordo com 

os parâmetros preconizados, para identificação, avaliação de dímeros, agregados e 

monômero. 

 
� Estudou-se a correlação entre os resultados fornecidos pelos métodos 

cromatográficos e o bioensaio em células UMR-106 com as amostras selecionadas. 

Observou-se que os teores/potências por CL-FR e por CL-EM foram em média 

0,98% e 0,31% superiores, em relação ao bioensaio em células UMR-106, 

respectivamente. 

 

� Os métodos desenvolvidos e validados no presente trabalho estabelecem bases para 

progressivos trabalhos científicos de correlação físico-química e biológica, e de 

comparabilidade de biomoléculas, contribuindo assim para aprimorar o controle da 

qualidade e avanços na área de produtos biotecnológicos disponíveis e em pesquisa 

no País.  
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