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Introdugéo: O hGH (Human growth hormone) € um polipeptidio de
cadeia simples com 191 residuos de aminoacidos. Em Junho de 2013,
o Ministério da Saude Brasileiro anunciou parcerias entre laboratorios
publicos e privados para incentivo da produgdo nacional de
biofarmacos, entre eles a somatropina, nome comercial dado ao hGH.
Com o objetivo de desenvolver competéncias e qualificar profissionais
para atuar no desenvolvimento e acompanhamento de novos
processos relacionados a este produto foi realizado o trabalho de
otimizagao de codon, clonagem e expressao de hGH recombinante em
E. coli, desde a construgéo in silico até o crescimento e expressdo em
escala de bancada.

Objetivo: Este trabalho tem como objetivo obter hGH recombinante.

Metodologia: O gene que codifica 0 hGH, foi avaliado in silico e os
cbédons otimizadospara expressdo em E. coli. O gene foi amplificado
por PCR, o amplicon purificado e digerido com as enzimas de restricdo
Ncol e Hindlll, clonado no vetor de expressao e amplificado em E. coli
TOPO10. A clonagem foi confirmada por PCR e sequenciamento de
nucleotideos demostrando identidade. Os clones positivos foram
expandidos e o hormdnio recombinante expresso em E. coli BL21 star
DE3 em meio Terrific Broth (TB) contendo canamicina e IPTG. Os
ensaios de expressao foram realizados em shaker e biorreator.

Resultados: A sequéncia de hGH foi otimizada para a expresséo em
E. coli obtendo um CAI (Codon Adaptation Index) de 0,76. O gene foi
amplificado por PCR e analisado em gel de agarose confirmando o
tamanho do amplicon gerado. O amplicon foi purificado, quantificado e
clonado no vetor de expressdo. O produto da clonagem foi
transformado em E. coli TOP10 resultando, apos selecdo, em 3 clones
recombinantes, confirmados por PCR e sequenciamento. Os clones
foram expandidos, seu DNA extraido e utilizado para transformagéo
em E. coli BL21 para expressdo. Um dos clones obtidos em E. coli
BL21 foi cultivado em shaker em meio TB suplementado com
canamicina a uma temperatura de 37°C e induzido com IPTG a 28 °C
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com agitacdo de 200 rpm, produzindo 0,6 g/L de proteina solavel,
representado 76% da proteina total expressa no extrato bruto. Na
condicao de cultivo em biorreator, com aeracéo de 1 vvm e 6 horas de
cultivo, sendo 4 de indug&o, obtivemos 1 g/L, mantendo a solubilidade
e atingindo um aumento de 40% em relac&o ao cultivo em shaker.

Concluséo: Utlizando condigdes padrées do laboratorio,
conseguimos demonstrar a expressdo de hGH recombinante em E.
coli, soluvel e em alta concentracéo, 1g/ L de cultura. Este resultado
confirma a qualificagcdo para o desenvolvimento de novos insumos e
processos dentro da Unidade. Cabe ressaltar que experimentos de
otimizacdo utilizando planejamento experimental poderdo aumentar
ainda mais a produtividade do horménio em reatores.
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