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RESUMO

Realizou-se a identificação de eritropoietina humana recombinante em
produtos farmacêuticos comerciais por eletroforese em gel de poliacri-
lamida e detecção com anticorpos específicos, demonstrando-se típi-
ca banda larga, semelhante ao padrão de rhEPO da Farmacopéia
Européia. Igualmente por focalização isoelétrica e imunodetecção,
observaram-se 5-6 isoformas características de acordo com o labo-
ratório produtor. A avaliação de potência efetuada através de ensaio
biológico em camundongos normocitêmicos forneceu valores entre
67,6% e 119,4% em relação à declarada. A precisão dos ensaios combi-
nados, calculada pela ponderação, variou de 200 a 389. Os testes de
endotoxinas bacterianas, toxicidade e pH apresentaram valores va-
riáveis conforme o lote. Concluiu-se destacando a importância dos
testes e ensaios de controle para assegurar a qualidade lote a lote e
garantir a eficácia terapêutica dos produtos farmacêuticos. (Arq Bras
Endocrinol Metab 2003;47/2:183-189)

Descritores: Eritropoietina humana recombinante; Camundongos nor-
mocitêmicos; Eletroforese; Focalização isoelétrica; Bioensaio

ABSTRACT

Activity Evaluation and Characterization of Recombinant Human Erythro-
poietin in Pharmaceutical Products.
The identification of rhEPO in pharmaceutical products was carried out
by polyacrylamide gel electrophoresis and detection with specific anti-
bodies that revealed a typical single broad band similar to that obtained
with the European Pharmacopoeia Biological Reference Preparation for
erythropoietin. The isoelectric focusing with immunodetection revealed
extensive heterogeneity with 5-6 isoforms, characteristic according to
the manufacturer. The potency was assessed by the normocythaemic
mouse assay with values within 67.6% and 119.4% calculated against the
stated potency. The precision evaluated by the weight was within 200
and 389, for the combined assays. The toxicity, bacterial endotoxins, and
pH gave variable results according to the batch. In conclusion, we
emphasize the importance of the batch-to-batch tests and assays that
would guarantee the quality and therapeutic efficacy of the pharma-
ceutical products. (Arq Bras Endocrinol Metab 2003;47/2:183-189)

Keywords: Recombinant human erythropoietin; Normocythaemic mice;
Electrophoresis; Isoelectric focusing; Bioassay

AERITROPOIETINA HUMANA (EPO) é um hormônio que atua sobre as célu-
las progenitoras eritróides da medula óssea regulando a produção de

eritrócitos. É uma glicoproteína composta de 165 aminoácidos que formam
cadeia polipeptídica com duas pontes dissulfeto intramoleculares nas posições
(Cis7-161 e Cis29-33). Apresenta três sítios de glicosilação N-ligados (Asn24,
Asn38 e Asn83) que podem formar duas a quatro cadeias sialiladas, e um O-
ligado (Ser126) com até dois resíduos. A EPO recombinante (rhEPO) pode
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conter até 14 ácidos siálicos, necessários para que o hor-
mônio atinja os sítios alvo, evitando a rápida metaboliza-
ção pelos receptores hepáticos que reconhecem as estru-
turas expostas de galactose, com posterior excreção. A
massa molecular da estrutura glicosilada, que contém
cerca de 40% de carboidratos, é de 30–34kDa, e somente
da cadeia peptídica é de 18kDa (1-5). A atividade especí-
fica é de não menos que 100.000UI/mg de proteína (6).

Recentemente, o gene humano da EPO foi
clonado e expresso em células de ovário de hamster
Chinês (CHO) e rim de hamster jovem (BHK). A
molécula apresenta estrutura peptídica idêntica ao hor-
mônio natural, mas a composição de carboidratos é
heterogênea, a atividade biológica é equivalente (7,8).
Diferenças significativas entre a composição de isofor-
mas e propriedades biológicas foram observadas entre
as rhEPOs, refletindo, provavelmente, variações nas
linhagens de células recombinantes usadas para
expressão, condições de cultura ou processos de purifi-
cação (4,9,10). A heterogeneidade da rhEPO e da
EPO urinária foi pesquisada, e foram separadas 5 a 8
isoformas que são devidas ao grau de glicosilação, bem
como aos resíduos de ácido siálico com ou sem N-
acetilactosamina (9,11). Por esta razão, o grau de
sialilação de cadeias polissacarídicas influencia forte-
mente a mobilidade eletroforética, o ponto isoelétrico
(pI) da molécula e a bioatividade. Os perfis isoelétricos
das rhEPOs alfa e beta são bastante similares (pI na
faixa de 4,42 a 5,11), mas a EPO-beta tem uma banda
extra na região menos ácida (12-14).

Inicialmente, as determinações da atividade de
rhEPO foram realizadas através do aumento do
hematócrito, volume total de eritrócitos e da elevação
da contagem de reticulócitos de animais (4,15). Os en-
saios em camundongos policitêmicos e normocitêmicos
foram, então, desenvolvidos e padronizados para a
avaliação de potência de preparações farmacêuticas
(6,16). O ensaio em camundongos policitêmicos
baseia-se na incorporação de 59Fe às células sangüíneas
dos animais, previamente colocados sob pressão atmos-
férica reduzida. Esse procedimento utiliza radioisóto-
pos, é de longa duração, e seu custo é elevado (4,6,17-
19). O bioensaio em camundongos normocitêmicos é
executado usando animais normais e a atividade é avali-
ada pelo estímulo da produção de reticulócitos que cor-
respondem ao último estágio da série eritróide da
medula óssea, e são identificados através do retículo
endoplasmático remanescente (6,9,16,18). A con-
tagem tem sido realizada por métodos microscópicos e,
mais recentemente, por citometria de fluxo, no qual a
intensidade da fluorescência na célula é proporcional à
sua quantidade de RNA (19,20).

O presente trabalho teve por objetivo realizar a
identificação, avaliar a pureza e potência biológica de
eritropoietina humana recombinante em produtos far-
macêuticos comerciais, estabelecendo especificações
de qualidade para garantir a eficácia terapêutica.

MATERIAL E MÉTODOS

Reagentes e produtos farmacêuticos
Padrão biológico de referência de rhEPO da Farma-
copéia Européia (E.P.), contendo 32.000UI/ 250µg/
frasco (European Department for the Quality of Medi-
cines – EDQM, França). Anticorpo policlonal de cabra
anti-EPO (NIBSC, Inglaterra). Anticorpo monoclonal
de coelho anti-IgG de cabra conjugado com fosfatase
alcalina (Sigma-Aldrich, Estados Unidos). Reagentes
para eletroforese e focalização isoelétrica (Pharmacia
Biotech, Suíça). Doze amostras de produtos farmacêu-
ticos comerciais de rhEPO com 2.000, 4.000 e
10.000UI/ml, obtidas de 5 diferentes laboratórios
produtores e identificadas com números romanos de I
a XII, em seu prazo de validade. Soluções reagentes e
diluentes para citômetro de fluxo (ABX Diagnostics,
França). Solução anticoagulante de EDTA sódico 5%
(Bioclin, Brasil). Reagente Lisado de amebócitos do
Limulus 0,06EU/ml (Cape Code, Estados Unidos).
Soluções de reagentes para testes de Hepatite A, B, C
e HIV (Abbott Laboratories, Estados Unidos).

Animais de laboratório
Camundongos fêmeas da linhagem CF1 com 8 semanas
de idade e peso entre 27 e 32g. Cobaios com peso entre
300 e 400g. Todos os animais provenientes do Biotério
Central da UFSM foram mantidos à temperatura de 22
± 2°C em gaiolas, com livre acesso a água e ração.

Eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE)
SDS-PAGE não redutora (6,12) foi realizada em sistema
vertical de eletroforese (BRL, Estados Unidos) com gel
de 1,5mm de espessura (17 X 13cm). SDS e azul de bro-
mofenol foram adicionados às amostras, com concen-
trações finais de 1% (p/V) e 0,1% (p/V), respectiva-
mente. A separação das proteínas foi realizada a 340
volts, 20mA e 50W a 4°C, durante período de 10h. As
bandas no gel foram reveladas utilizando nitrato de prata.

Transferência e imunodetecção
Após SDS-PAGE, a EPO foi transferida para mem-
brana de nitrocelulose (Bio-Rad) sob voltagem cons-
tante de 24 volts em tampão de glicina e tris
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(192mmol/l: 25mmol/l) contendo metanol (1:4)
durante 1h, usando sistema semi-seco Trans-blot
(Bio-Rad, Estados Unidos). A membrana de nitro-
celulose foi mantida por 1h30min à temperatura
ambiente em tampão de bloqueio, contendo fosfato
de sódio 50mmol/l + cloreto de sódio 150mmol/l
(pH 7) e leite em pó 5% (p/V). Após, incubou-se a
membrana em solução contendo anticorpo de cabra
anti-rhEPO e tampão de bloqueio (1:1000) durante
14h à temperatura ambiente. A ligação anticorpo-
rhEPO foi detectada por reação com IgG anticabra
conjugado com fosfatase alcalina (Sigma, Estados
Unidos) 1:5000, e revelada com solução de substra-
to (1:2:18) contendo respectivamente, 5-bromo-4-
cloro-3-indolil fosfato (BCIP) 5mg/ml em dimetil-
formamida, nitro azul de tetrazólio (NAT) 1mg/ml
em água e tampão pH 9,5 (Tris 0,1M + NaCl 0,1M
+ MgCl2 5mmol) (6,12).

Focalização isoelétrica em gel de 
poliacrilamida (IEF)
A IEF (6,12) foi realizada em lâmina gel de 1,5mm de
espessura (17 X 13cm) com pH de 2,5–6,5, polime-
rizado a partir de solução contendo acrilamida 7,33%
(p/V), N,N-metileno-bisacrilamida 0,23% (p/V),
anfolina 2,5% (V/V), sacarose 22,5% (p/V), ribofla-
vina 0,0002% (p/V), N,N,N1,N1-tetrametil-etilenodi-
amina 0,026% (V/V) e água bidestilada 49,4% (V/V).
As amostras (30µl) contendo sacarose 20% (p/V)
foram aplicadas no gel e submetidas à voltagem cons-
tante de 340 volts durante 18h a 4°C em sistema ver-
tical de eletroforese, usando solução catódica de hi-
dróxido de sódio 20mmol/l e solução anódica de áci-
do fosfórico l0mmol/l. Após a IEF, as isoformas de
EPO foram transferidas para membrana de nitrocelu-
lose e visualizadas por ligação específica com anticorpo
anti-rhEPO, empregando os procedimentos descritos
sob transferência e imunodetecção.

Ensaio biológico em camundongos 
normocitêmicos
Para cada ensaio, os animais foram pesados indivi-
dualmente e separados em lotes com faixa de peso
entre 27–32g. Os animais foram identificados e dis-
tribuídos aleatoriamente de acordo com as 3 doses
do padrão, 3 da amostra e controle, respectiva-
mente. Utilizaram-se 8 animais por grupo. Efetuou-
se injeção subcutânea única das doses com 10, 30 e
90UI/0,5ml por camundongo. A coleta sangüínea
foi realizada, sob anestesia, através do plexo venoso
ocular 96 horas após administração, em EDTA sódi-
co 5%. Transferiram-se 130µl de sangue com o aspi-

rador externo do aparelho ABX Pentra 120 Retic
(ABX Diagnostics) e efetuaram-se as contagens de
hemácias e reticulócitos, bem como a determinação
do hematócrito, hemoglobina e índices de matu-
ração dos reticulócitos por citometria de fluxo, con-
forme sistema padrão do equipamento fundamenta-
do nas análises do volume da célula, complexidade
nuclear e conteúdo citoplasmático. Avaliou-se a po-
tência das amostras em relação ao Padrão Biológico
de Referência de EPO, com base na determinação de
reticulócitos dos animais injetados.

Análise Estatística
Realizou-se o cálculo dos resultados experimentais de
potência de rhEPO pelo método de retas paralelas
(3+3), utilizando programa de computação SAS para
Windows versão 6.11. A validade do ensaio foi avaliada
pela análise de variância, levando-se em conta a re-
gressão linear significativa, desvio de linearidade e desvio
de paralelismo não significativos. A potência e os limites
de confiança (P= 0,95) que devem estar entre 80–125%
e 64–156%, respectivamente, foram determinados em
relação à potência declarada e realizada a combinação de
ensaios independentes (6). A precisão foi expressa atra-
vés da ponderação calculada como a recíproca da variân-
cia do logaritmo das potências. Os resultados foram
submetidos ao teste χ2 (P= 0,05) e as estimativas ho-
mogêneas (P> 0,05) foram combinadas como médias
geométricas ponderadas (21,22).

Teste de toxicidade
Teste realizado injetando via intraperitoneal 0,5ml do
produto final em 5 camundongos e 5ml em 2 cobaios.
Os animais foram observados durante 7 dias (6), re-
gistrando-se perda de peso, sintomas de toxicidade e
morte.

Teste de endotoxinas bacterianas
Realizou-se o teste, adicionando-se em placa de
Petri, 10µl do reagente Lisado de Amebócitos do
Limulus (LAL) e 10µl da diluição da amostra ou do
Padrão de endotoxinas bacterianas. Incubou-se em
estufa a 37°C por uma hora. Observou-se a for-
mação de gel como indicativa de resposta positiva
(23,24). Estabeleceu-se a especificação do limite
máximo de 2,5 Unidades Endotóxicas/2.000 UI
por ml de rhEPO.

Testes de Hepatite A, B, C e HIV
As determinações micro imunoenzimáticas foram rea-
lizadas utilizando conjunto completo de reagentes
comerciais e procedimentos descritos pelo fabricante.
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RESULTADOS

Eletroforese em gel de poliacrilamida com
dodecil sulfato de sódio (SDS-PAGE)
Demonstrou-se a presença da banda de rhEPO em
produtos farmacêuticos comerciais entre 30 e 43kDa
(figura 1), na região que corresponde a, aproximada-
mente, 34kDa. Pode-se notar na região de 67kDa, a
albumina de soro humano usada como excipiente na
maioria das amostras submetidas à eletroforese.

Imunodetecção com anticorpos específicos
Observa-se uma única banda larga de rhEPO (figura
2), obtida após imunodetecção, das mesmas amostras
apresentadas na figura 1, em comparação com o
Padrão de rhEPO da Farmacopéia Européia.

Separação de proteínas por focalização
isoelétrica (IEF)
As mesmas amostras das figuras 1 e 2 foram submeti-
das à IEF, demonstrando-se que a composição de iso-
formas apresenta-se diferente conforme a origem e o
laboratório produtor da rhEPO. Foram observados
5–6 componentes (figura 3), com algumas amostras
apresentando banda extra na região mais ácida (ex.:
colunas 3, 4, 8 e 9).

Figura 1. Perfil de separação de rhEPO por eletroforese em
gel de poliacrilamida 12%, não redutora, e coloração com
nitrato de prata. Coluna 1: marcadores de peso molecular;
coluna 2: Padrão de rhEPO da Farmacopéia Européia; co-
lunas 3–14: produtos farmacêuticos comerciais, respectiva-
mente, I a XI (0,33µg) e XII (0,20µg).

Figura 2. Perfil em membrana de nitrocelulose com as ban-
das largas obtidas após imunodetecção de rhEPO com anti-
corpos específicos e revelação com fosfatase alcalina, da
mesma seqüência de produtos farmacêuticos e padrão
apresentados na figura 1. Coluna 1: Padrão de rhEPO da Far-
macopéia Européia; colunas 2–13: produtos farmacêuticos
comerciais, respectivamente, I a XI (0,33µg) e XII (0,20µg).

Figura 3. Perfil de separação de isoformas obtido por IEF,
transferência, imunodetecção e revelação com fosfatase
alcalina. Coluna 1: Padrão de rhEPO da Farmacopéia
Européia; colunas 2–13: produtos farmacêuticos comerciais
respectivamente, I a XI (0,66µg) e XII (0,40µg).
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Avaliação de potência pela contagem de
reticulócitos por citometria de fluxo (MCF)
Os valores obtidos nas contagens de reticulócitos dos
ensaios biológicos foram analisados estatisticamente
através do método de retas paralelas (3+3), fornecen-
do os resultados da tabela 1.

Determinação de pH
A determinação de pH nas preparações farmacêuticas
comerciais forneceu valores entre 6,91 e 7,17, de acor-
do com a especificação entre 6,7–7,3.

Teste de Toxicidade
As diferentes amostras dos produtos farmacêuticos de
rhEPO foram submetidas ao teste de toxicidade em

camundongos e em cobaios, não se observando efeitos
toxicológicos, perda de peso ou morte.

Avaliação de endotoxinas bacterianas
Com base no limite de endotoxinas estabelecido, sub-
meteram-se as amostras de produtos farmacêuticos
comerciais ao teste do lisado de amebócitos do Limu-
lus (LAL) obtendo-se os resultados semi-quantitativos
da tabela 2.

Testes de Hepatite A, B, C e HIV
Os produtos farmacêuticos contendo albumina hu-
mana foram submetidos aos testes de HIV e Hepatites
A, B, C, para avaliar possível contaminação, encon-
trando-se resultados negativos em todas as amostras.

Tabela 1. Potência, limites de confiança (P= 0,95) e precisão das estimativas da avaliação de rhEPO em
produtos farmacêuticos, após combinação dos ensaios independentes pelo método da contagem de
reticulócitos por citometria de fluxo.

Potência Limites de 
confiança %

Produto 
Ponderação

farmacêutico Declarada Encontrada (P= 0,95)

UI/ml UI/ml %

I** 4.000 4.524 113,18 84,87 – 150,92 255
II** 4.000 4.372 109,30 79,95 – 151,32 200
III** 4.000 4.429 110,72 79,96 – 153,32 200
IV** 10.000 11.510 115,18 85,59 – 154,99 240
V** 4.000 3.823 95,59 71,77 – 127,31 263
VI** 4.000 3.483 87,09 66,40 – 114,23 294
VII** 4.000 4.772 119,37 92,61 – 153,86 329
VIII*** 4.000 3.817 95,44 74,76 – 121,85 352
IX** 10.000 10.984 109,84 87,07 – 138,57 389
X** 4.000 2.703 67,58 51,86 – 88,06 302
XI** 4.000 4.168 104,21 78,21 – 138,85 262
XII** 2.000 2.106 105,33 76,94 – 144,21 214

* = N° de ensaios independentes

Tabela 2. Resultados semi-quantitativos de endotoxinas bacterianas em produtos farmacêuticos de
rhEPO, pelo teste do Lisado de Amebócitos do Limulus.

Amostra Potência Limite de Unidades Conclusão
declarada endotoxinas endotóxicas/ml

UI/ml EU/ml

I 4.000 5,0 0,96 – 1,92 A
II 4.000 5,0 < 0,06 A
III 4.000 5,0 61,44 – 122,88 R
IV 10.000 12,5 2,4 – 4,8 A
V 4.000 5,0 0,48 – 0,96 A
VI 4.000 5,0 0,24 – 0,48 A
VII 4.000 5,0 9 – 15,36 R
VIII 4.000 5,0 < 0,06 A
IX 10.000 12,5 0,48 – 0,96 A
X 4.000 5,0 0,24 – 0,48 A
XI 4.000 5,0 < 0,06 A
XII 2.000 2,5 490 R

A = Aprovado; R = Reprovado
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DISCUSSÃO

O controle da qualidade de proteínas recombinantes
difere em relação aos demais medicamentos, pois re-
quer a combinação de métodos biológicos, físico-quí-
micos e imunológicos para sua completa identificação,
caracterização e avaliação de potência.

A identificação por SDS-PAGE, não redutora,
conforme a figura 1, mostra a banda na região de
34kDa, de acordo com os marcadores e o padrão de
rhEPO da E.P., aplicados no mesmo gel. Pode-se
observar também, comparativamente, as colunas 6 e 9
com amostras sem albumina, constituindo-se em teste
de identificação desse excipiente estabilizador do pro-
duto final (11,25).

A transferência e detecção imunológica observa-
da na figura 2 apresenta somente a banda larga corres-
pondente a cada amostra contendo rhEPO. Esses per-
fis são concordantes com aqueles apresentados no
estudo colaborativo que estabeleceu a preparação de
referência biológica de rhEPO da E.P. e a literatura
(16,26). Além disso, são confirmados na figura 3, na
qual se observam os perfis por IEF com a presença de
5 a 6 isoformas. Esses dados são semelhantes aos cita-
dos por outros autores, que descrevem 5 a 7 isoformas
para rhEPO α e β (11,12). A IEF é importante para
monitorar o ácido siálico, pois a bioatividade está dire-
tamente relacionada ao número desses resíduos (6,27).

Realizou-se o ensaio biológico padronizado em
camundongos normocitêmicos, pela sua precisão, re-
produtibilidade e sensibilidade, sendo preconizado para
o controle da qualidade de medicamentos (6,16). Pode-
se observar que os resultados obtidos (tabela 1) variam
de acordo com os lotes, destacando-se que, para uso te-
rapêutico, os produtos devem apresentar potência entre
80 e 125% em relação ao teor declarado, e limites de
confiança entre 64 e 156% (6). A precisão média calcu-
lada estatisticamente e expressa pela ponderação foi de
130 (dado não mostrado) nos ensaios independentes e
entre 200 e 389 após combinação, constituindo-se
como parâmetro para avaliação do bioensaio (16). En-
tretanto, é conveniente destacar que são necessários 2
ou mais ensaios para que a avaliação de potência cumpra
os parâmetros especificados para o controle da quali-
dade de medicamentos (28). As análises hematológicas
realizadas em paralelo, como hematócrito e concen-
tração de hemoglobina, forneceram respostas não signi-
ficativas devido às doses e duração do teste, insuficientes
para alterar esses parâmetros.

As amostras foram submetidas ao teste de toxi-
cidade inespecífica, que forneceu resultados de acordo
com as especificações preconizadas para hormônios

recombinantes (6,24). Igualmente, o teste de endo-
toxinas bacterianas apresentou limites variáveis de
acordo com os respectivos lotes, aprovando-se as
amostras que cumpriam as especificações.

Pode-se concluir, destacando que os testes e
ensaios realizados são essenciais para assegurar a
potência e a qualidade lote a lote, especialmente con-
siderando as diferentes origens da eritropoietina
humana recombinante disponível e, desse modo,
garantir a eficácia terapêutica dos produtos comercia-
lizados e em uso terapêutico no país.
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