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RESUMO

MARINHO, Anna Carolina Machado. AVALIAGAO E CARACTERIZAGAO DE
ERITROPOETINA HUMANA RECOMBINANTE. Orientadora: DSc. Maria Antonieta
Peixoto Gimenes Couto, Rio de Janeiro, 2014. Dissertacdo (Mestrado em Tecnologia
de Processos Quimicos e Bioquimicos)

A eritropoetina humana recombinante (EPO-hr) &€ uma das glicoproteinas
terapéuticas mais utilizadas em todo o mundo. A caracterizacéo estrutural detalhada
de glicoproteinas deve ser realizada para avaliar a reprodutibilidade lote a lote. Este
estudo objetivou caracterizar e avaliar trés lotes (A, B, C) de ingrediente
farmacéutico ativo (IFA) de EPO-hr, mediante determinagbes de concentragdo de
proteinas, massa molar, perfil de isoformas e pureza, utilizando absor¢ao no UV,
SDS-PAGE, 2D-PAGE e CLAE-FR, respectivamente. O sequenciamento peptidico
foi determinado por espectrometria de massas com fonte de ionizagcdo do tipo
eletrospray e analisadores quadrupolo e TOF (EM-ESI-QTOF). As concentragdes
protéicas nos lotes A, B e C foram 0,7133 mg/mL, 1,0476 mg/mL e 0,3789 g/mL
respectivamente. As massas molares calculadas por SDS-PAGE foram 39,78, 40,09
e 39,32 kDa para os lotes A, B e C respectivamente, apresentando uma banda
difusa em todos os lotes, o que é caracteristico da micro-heterogeneidade glicidica.
Os resultados obtidos para 2D-PAGE evidenciaram 6 isoformas majoritarias entre pl
4,5 e 6,5, com massa molar correspondente a EPO-hr para os trés lotes de IFA
avaliados. Para o ensaio de pureza, foram encontrados percentuais médios de
97,11, 98,56 e 97,96 % para os lotes A, B e C, respectivamente. Pela técnica EM-
ESI-QTOF, peptideos relativamente pequenos nao foram identificados com auxilio
da protease tripsina. Foi possivel identificar por EM nos lotes B e C de IFA o sitio de
O-glicosilacéo na serina. Pode-se, também, inferir que este sitio de O-glicosilagcéo
contém o fragmento HexNAc, pois ha um incremento de massa de 203 Da entre o
ion detectado com modificagdo e sem modificacdo. Sendo assim, os resultados
obtidos com as metodologias empregadas neste trabalho visando o controle de
qualidade e/ou controle em processo possibilitaram um maior entendimento das
amostras de IFA de EPO-hr.

Palavras-chave: Eritropoetina Humana recombinante. Eletroforese bidimensional.
Cromatografia em fase reversa. Espectrometria de massas ESI-QTOF.



ABSTRACT

MARINHO, Anna Carolina Machado. EVALUATION AND CHARACTERIZATION OF
RECOMBINANT HUMAN ERITHROPOIETIN Supervisor: DSc. Maria Antonieta
Peixoto Gimenes Couto, Rio de Janeiro, 2014. Dissertation (Master of Science in
Chemical and Biochemical Processes Technology)

Recombinant human erythropoietin (rhEPO) is a glycoprotein, being one of the
therapeutic proteins most used in the world. Detailed structural analysis and
characterization of glycoprotein must be carried through to evaluate batch-to-batch
consistency. This study aimed to characterize and to evaluate three batches (A, B, C)
of active pharmaceutical ingredient (API) of rhEPO, by means of the determination of
protein concentration, molar mass, isoforms profile and purity, using UV absorption,
SDS-PAGE, 2D-PAG and RP-HPLC, respectively. Peptide mapping was carried out
by mass spectrometry with electrospray ionization source and analyses quadrupole
and time-of-flight (ESI-QTOF MS). The protein concentrations in the batches A, B
and C were, 0.7133 mg/mL, 1.0476 mg/mL and 0.3789 g/mL, respectively. The molar
masses calculated by SDS-PAGE had been 39.78, 40.09 and 39.32 kDa for batches
A, B and C respectively, presenting a diffuse band, which is characteristic of the
microheterogeneity of the carbohydrate structures on rhEPO. The results achieved
for 2D-PAGE evidenced 6 major isoforms between pl 4.5 and 6.5, with the molar
mass expected for rhEPO for the three batches of API. For the purity analysis, the
average percentage of 97.11, 98.56 and 97.96% had been found, for batches A, B
and C, respectively. Relatively small peptides were not detected by the ESI-QTOF
MS with using trypsin. It was possible to identify in batches B and C the O-glycan
glycoform in serine 126. It can also be inferred that this small O-glycan contains the
fragment HexNAc, because there is an increment of mass of 203 Da between the ion
y with and without modification. Thus, the results obtained in this work, aiming at the
quality control and/or in-process control, make a deeper understanding of the EPO

APl samples possible.

Keywords: Recombinant human  erythropoietin, reversed-phase liquid
chromatography, two-dimensional electrophoresis, ESI-QTOF mass spectrometry.
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Figura 27: Perfil cromatografico em fase reversa. Em roxo: Controle, em rosa:
Fase moével A (branco), em preto: lote C de IFA de EPO-hr em triplicata, linha
tracejada: gradiente. Condigdes: Volume de Injecdo: 100pL, Fase movel A: 0,1%
TFA; Fase movel B: 0,1% TFA em ACN: 1-propanol (3:1); Coluna: C18 Ace; Fluxo:
1,0 mL/min; Comprimento de onda: 214nm.
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Figura 41: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote A (inferior)
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Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF
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de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T6, peptideo: VNFYAWK. Espectrometro de massas
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Figura 48: Espectro de fragmentagdo MSF para o controle (superior) e lote B
(inferior) de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T8, peptideo:
MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2
HDMS - tipo: ESI- QTOF

Figura 49: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote B (inferior)
de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T11, peptideo: SLTTLLR. Espectrdmetro de massas
Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

Figura 50: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote B (inferior)
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Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

Figura 51: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote B (inferior)
de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T13, peptideo: EAISPPDAASAAPLR. Espectrémetro
de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

Figura 52: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote B (inferior)
de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T14, peptideo: TITADTFR. Espectrémetro de
massas Waters Synapt G2 HDMS — tipo: ESI- QTOF

Figura 53: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote B (inferior)
de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T16, peptideo: LFR. Espectrdbmetro de massas
Waters Synapt G2 HDMS — tipo: ESI- QTOF
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Figura 54: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote B (inferior)
de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T17, peptideo: VYSNFLR. Espectrometro de
massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF
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de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T20, peptideo: LYTGEACR. Espectrbmetro de
massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

Figura 56: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote C (inferior)
de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T3, peptideo: VLER. Espectrometro de massas
Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

Figura 57: Espectro de fragmentos MSF para o controle (superior) e lote C (inferior)
de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T4, peptideo: YLLEAK. Espectrémetro de massas
Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF
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Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF
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Capitulo 1
1. INTRODUCAO

1.1 APRESENTAGAO DO TEMA

A industria farmacéutica tem investido bastante em pesquisa e
desenvolvimento de novos medicamentos. Em 2011, os gastos mundiais atingiram
aproximadamente 135 bilhdes de ddlares, dos quais 35% representaram gastos com
o desenvolvimento de produtos biolégicos como anticorpos monoclonais, proteinas
recombinantes terapéuticas e vacinas. Entre os anos de 2008 e 2011, foram
aprovados pelo Food and Drug Administration (FDA) 27 produtos biolégicos para
diversas indicacgdes terapéuticas, conforme Quadro 1 (ZHU, 2012). Em 2013, no
Brasil, os produtos bioldgicos consumiram 43% dos recursos do Ministério da Saude
para medicamentos correspondendo a quatro bilhdes de reais ao ano (BRASIL,
2014).

A insergao da tecnologia do DNA recombinante, em 1970, com o surgimento
das enzimas restricdo possibilitou manipulagdo genética de micro-organismos, com
a clonagem dos genes de proteinas em diferentes sistemas de expressao. Pode-se
pleitear entdo, a obtencéo de produtos biolégicos, principalmente de biofarmacos,
em quantidade consideravel pelas industrias farmacéuticas (CANDEIAS, 1991).
Assim, as técnicas tradicionais quando factiveis, em que a proteina era extraida de

uma fonte natural com rendimento bastante reduzido, foram, em muitos casos,
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substituidas pela producdo de proteinas mediante tecnologia de DNA recombinante
(CONCEICAO, 2003). Por permitir a obtencdo das moléculas de interesse em larga
escala, essa tecnologia levou a producao de proteinas, como, por exemplo, insulina
e horménio de crescimento com grau de pureza satisfatério, viabilizando sua
comercializagao (WALSH, 2003).

Quadro 1: Produtos biolégicos para diversas indicagbes terapéuticas aprovados pelo FDA

entre 2008 e 2011 (Adaptado de ZHU, 2012).

Produto Ano Fabricante Indicagao

Fibroblasto autélogo 2011 Fibrocell Science Tratamento de sulcos nasogenianos

Belatacept 2011 BMS Prevengdo de rejeicdo em transplante
renal

Ipilimumab 2011 BMS Melanoma metastatico

Belimumab 2011 HGS Lupus eritematoso sistémico

Denosumab 2010  Amgen Osteoporose

Krytexxa 2010  Savient Gota

Liraglutide 2010  Novo Nodisk Diabetes

Pancrelipase 2010 J&J Insuficiéncia pancreatica exocrina

Incobotulinumtoxin A 2010 Merz Blefaroespasmo

Velaglucerase 2010  Shire Doenca de Gaucher

Vacina conjugada 2010  Novartis Prevengéo doenga meningocécica invasiva

meningococica

Vacina para cancer de prostata 2010  Dendreon Cancer de prostata metastatico

Colagenase 2010  Auxilium Moléstia de Dupuytren

Alglucosidase alfa 2010  Genzyme Doenga de Pompe

Vacina conjugada 2010 Wyeth Pneumonia

pneumococica 13-valente

Tocilizamab 2010  Genentech Artrite idiopatica juvenil

Vacina contra Papiloma virus 2009 GSK Cancer do colo do utero

humano tipo 16 e 18

Ustekinumab 2009  Centocor/ J&J Psoriase

Ofatumumab 2009 Genmab Leucemia linfocitica cronica

Antitrombina IlI 2009 GTC (Genzyme) Inibigdo da coagulagao

Golimumab 2009  Centocor/ J&J Artrite

Canakimumab 2009  Novartis Sindrome periédica associada a Criopirina

Certolizumab pegol 2008 UCB Doenca de Crohn

Romiplostim 2008 Amgen Pdrpura

Rilonacept 2008  Regeneron Sindrome auto inflamatéria  familiar
desencadeada pelo frio

Vacina contra Rotavirus 2008 GSK Prevencéo de gastroenterites por rotavirus

Inibidor C1 2008 Lev Angiodema hereditario
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A tecnologia de DNA recombinante &€ baseada na insercao de genes que
codificam a sintese de proteinas, dentro de células hospedeiras, comumente
chamadas de sistemas de expressao, como, por exemplo, a bactéria Escherichia coli
(WILSON & WALKER, 2010). Apds serem geneticamente modificadas, estas células
sdo cultivadas em reatores industriais contendo nutrientes para seu crescimento
celular sob controle, durante todo o processo produtivo. Algumas variaveis como
temperatura, agitacdo, pressédo osmética e pH sao controlados. Consequentemente,
apo6s o final do processo, fazem-se necessarias a recuperagao e a purificagdo da
proteina de interesse, mediante o uso de métodos de separacao pré-estabelecidos.
Finalmente, a substancia ativa ou ingrediente farmacéutico ativo (IFA) pode ser
formulado e acondicionado adequadamente para sua posterior comercializagédo
(DRANITSARI et al., 2011).

Diferentes sistemas de expressdo sao utilizados, sendo cerca de 90% de
todos os produtos biologicos produzidos por E. coli, leveduras ou células de ovarios
de hamster chinés (Chinese Hamster Ovary cells - CHO) (DRANITSARI et al., 2011).
Sistemas procariotos, como E. coli, foram os primeiros a serem manipulados para a
producéo de proteinas de interesse terapéutico, por serem de facil cultivo e terem
alta produtividade quando submetidos a escala industrial. Entretanto, este sistema
de expressao nao pode ser aplicado a producéo de todas as moléculas de interesse,
principalmente as proteinas mais complexas, como as proteinas glicosiladas ou
glicoproteinas (proteinas que incorporam oligosscarideos a sua cadeia polipeptidica
em uma sequéncia consenso de aminoacidos), devido a auséncia de aparatos
bioquimicos para a realizagdo de modifica¢cdes pos-traducionais como, por exemplo,
formacao de pontes de dissulfeto, desamidacéo, desaminag¢ao, gama-carboxilagéo e
glicosilacdo (DRANITSARI et al., 2011 e BUTLER, 2008).

Em 2012, havia aproximadamente 200 biofarmacos comercializados no
mundo sendo mais da metade glicoproteinas. Devido a complexidade destas
biomoléculas, houve a necessidade de se utilizar sistemas de expressdo com
capacidade metabodlica de realizar modificagbes pos-traducionais, permitindo a
producao de proteinas terapéuticas complexas equivalentes as proteinas humanas
nativas (ZHU, 2012). A glicosilagdo, modificagdo pos-tradu¢do mais amplamente

estudada, envolve inumeras etapas de processamento realizadas no interior do
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reticulo endoplasmatico (reacbes para adicdo e remogao de carboidratos) e
posteriormente no complexo de Golgi (reagbes catalisadas por transferases)
(BUTLER, 2008). Esta modificagdo tem impacto direto na conformacao,
hidrofobicidade e carga da proteina. Além disso, os oligossacarideos dificultam a
acdo das proteases sobre as glicoproteinas. Sendo assim, motivou-se o
desenvolvimento de cultivos de células animais em escala industrial. Entretanto, o
custo da manutencao de cultivo de células animais € alto, o que tem impacto direto
no valor do produto final para comercializagcdo (BHOPALE e NANDA, 2005).

Para a produgédo de eritropoetina humana recombinante (EPO-hr), uma
proteina glicosilada, foco do presente estudo, sdo empregadas células CHO, cujo
padrdo de glicosilacdo é analogo a proteina endbégena. Avaliagdes estruturais da
cadeia polipeptidica e da porgéo glicidica sao fundamentais para o controle de
qualidade da EPO-hr ou de qualquer outra glicoproteina de interesse terapéutico.
Alteragdes na cadeia polipeptidica podem afetar sua poténcia (MIRE-SLUIS et al.,
1996 e CASTILHO et al., 2008). Além disso, as cadeias de oligossacarideos ligadas
a cadeia polipeptidica da proteina exercem influéncia sobre suas propriedades
farmacocinéticas (GILG et al., 1996).

Do ponto de vista quimico, os oligossacarideos representam 40% da massa
molar da EPO-hr e podem apresentar uma estrutura bastante variada, o que deve
ser avaliado, ja que muitos destes oligossacarideos sdo responsaveis pela interagcéo
de EPO-hr com os receptores celulares (WALSH & JEFFERIS, 2006). A taxa de
depuracgédo da EPO-hr varia de acordo com a estrutura do oligossacarideo e, por este
motivo, oligossacarideos terminados em &cido sialico possuem um tempo de meia
vida maior (8,5h) do que aqueles terminados em galactose e manose (4h)
(MELLADO & CASTILHO, 2008; FRIED, 1995; PAREKH, 1991). A explicagao para
tal fato é que os receptores presentes nos hepatocitos reconhecem a galactose e a

manose, mas nao o acido sialico (KWON et al., 2006).

O estudo da cadeia polipeptidica e dos oligossacarideos em glicoproteinas
representa um desafio analitico quando comparado a outras classes de
biomoléculas e como consequéncia, exige um conjunto de metodologias para esta

finalidade. Independentemente do padrdo de glicosilagdo da proteina, diferentes
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analises podem ser empregadas para elevar o grau de precisao dos resultados, ja
que separadamente fornecem informagdes limitadas. Algumas técnicas ja séo
utiizadas ha algum tempo, como cromatografia liquida e eletroforese.
Recentemente, a analise por espectrometria de massas foi incorporada a estas
metodologias e vem sendo bastante utilizada e difundida para caracterizar proteinas
recombinantes (JIANG et al., 2012).

Diante do exposto, surgiu a motivagado para o desenvolvimento do presente
trabalho, cuja parte experimental foi realizada no Instituto Nacional Controle de
Qualidade em Saude — INCQS, no Laboratério de Biologicos, Artigos e Insumos de
saude/Setor de Imunobiolégicos (FIOCRUZ) e no laboratério de pesquisa e

desenvolvimento da empresa Waters Ltda, em S&o Paulo.

Para esta dissertacdo foram estudados a homogeneidade, pureza,
mapeamento peptidico e O-glicosilagdo para EPO-hr por métodos quimicos e fisico-

quimicos.

1.2 ESTRUTURA DO TRABALHO

O presente trabalho esta estruturado em sete capitulos. Neste primeiro
capitulo é feita uma breve introducdo do tema, sendo apresentada a estrutura do
documento e listada a produgcédo cientifica. A revisdo bibliografica, com o
embasamento teo6rico do estudo, é apresentada no capitulo 2. Os principais
objetivos desta dissertagdo séo dispostos no capitulo 3. Os materiais utilizados e as
metodologias estabelecidas para atingir os objetivos propostos sao detalhados no
capitulo 4. O capitulo 5 apresenta os resultados e discussdes, cujas principais
conclusdes sao sinalizadas no capitulo 6, bem como as sugestdes de continuidade

deste estudo. As referéncias citadas nesta dissertacéo sao listadas no capitulo 7.
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1.3 PRODUCAO CIENTIFICA
1.3.1 Trabalho completo publicado em anais de eventos cientificos:

MARINHO, A. C. M.; COUTO, M.A.G.; SILVA, F.S.Q. da; CONCEICAO, C.M,;
ALVES, da A.S. AVALIAGAO DO MAPA DE OLIGOSSACARIDEO PARA
ERITROPOETINA HUMANA RECOMBINANTE - XIX Congresso Brasileiro de
Engenharia Quimica — 09 a 12 de setembro de 2012, Buzios, RJ.

1.3.2 Apresentacgao de trabalhos em eventos cientificos:

CONCEICAO, C. M.; SILVA JUNIOR, J.G.; SILVA, F.S.Q.; LEITAO, O. L;
MARINHO, A. C. M. EVALUATION OF A CANDIDATE NATIONAL STANDARD
FOR RECOMBINANT HUMAN ERYTHROPOIETIN BY UPLC/HDMS - Pdster
apresentado no | Seminario Nacional Cientifico e Tecnolégico de Bio-Manguinhos —
12 a 14 de agosto de 2013, Rio de Janeiro, RJ.

CONCEICAO, C. M.; ALMEIDA, J.G. A.; SILVA JUNIOR, J.G; SILVA, F.S.Q;
LEITAO, O. L., MARINHO, A. C. M. ALVES, A. S. RIBEIRO, N. M.
ESTABLISHMENT OF RECOMBINANT HUMAN ERYTHROPOIETIN REFERENCE
MATERIAL FOR 2-D GEL ELECTROPHORESIS - Poster apresentado na XLI
Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular — 18 a 21

de maio de 2013, Foz do Iguagu, PR.

MARINHO, A. C. M.; SILVA JUNIOR, J.G.; CONCEICAO, C. M,; SILVA, F.S.Q,;
ALVES, A. S.; RIBEIRO, N. M. RECOMBINANT HUMAN ERYTHROPOIETIN
REFERENCE MATERIAL ESTABLISHMENT - Pdéster apresentado na XLI Reunido
Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular — 19 a 22 de maio
de 2012, Foz do Iguagu, PR.



29
Capitulo-2: Revisdo-Bibliogrdfico

Capitulo 2

2.REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 BIOTECNOLOGIA E BIOFARMACOS

O termo biotecnologia foi primeiramente relatado no ano de 1919 por Karl
Ereky e foi definido como sendo uma aplicagdo caracteristica para produzir e/ou
modificar produtos e processos de origem biolégica, organismos vivos e seus
derivados (BUD, 1989). Décadas depois, em 1989, Marx caracterizou biotecnologia
como uma tecnologia que envolve o uso de células para viabilizar a produgéo de
produtos com diferentes aplicagdes. No mesmo ano, Stenesh ampliou este conceito
verificando a possibilidade de producdo em escala industrial (PEREIRA JR. et al.,
2008)

Em 1993, a definicdo de Rehn e Reed se destacou pela inferéncia da
necessidade de diferentes areas de conhecimento para a manufatura de bioprodutos
em escala industrial (PEREIRA JR et al., 2008)

Em comum, para os diferentes conceitos da biotecnologia esta o uso de
células ou seus derivados, sejam modificados geneticamente ou ndo, para a
producao de produtos biotecnolégicos, podendo ser tratado como uma vasta area

que envolve desde o uso de células em pelo menos uma etapa da cadeia produtiva
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até o uso de micro-organismos para tratamento de efluentes industriais (PEREIRA
JR et al., 2008).

Neste contexto, pode-se dividir a biotecnologia em duas fases: a primeira
onde produtos eram fabricados por fermentacdo, proteinas ndo recombinantes
obtidas a partir de culturas de células (moléculas de interesse terapéutico,
codificadas pelo préprio genoma celular) ou produtos obtidos a partir de organismos
vivos. A segunda fase pode ser classificada com o advento de duas técnicas em
1970: a tecnologia DNA recombinante e a tecnologia de hibridomas para a producgao
de anticorpos monoclonais (RADER, 2005). Tanto a tecnologia de DNA
recombinante e a tecnologia de hibridomas revolucionaram a area da bioquimica e
da biologia molecular, abrindo novos horizontes para a producéo de produtos
bioldgicos, principalmente biofarmacos, possibilitando a modificacdo genética de

organismos de acordo com o interesse terapéutico (RAPLEY, 2010).

A tecnologia do DNA recombinante tem como base a insergcdo de um gene
que codifica uma proteina de interesse em uma célula hospedeira (procariota ou
eucariota). A primeira proteina terapéutica obtida a partir da tecnologia do DNA
recombinante utilizando célula bacteriana (E. coli), foi a insulina em 1982 e
empregando células de mamiferos, foi o ativador do plasminogénio tecidual (tPA) em
1986 (WILSON & WALKER, 2010).

No inicio de 1980, a palavra biofarmacos foi relacionada, pela primeira vez, a
proteinas terapéuticas produzidas mediante o uso da tecnologia de DNA
recombinante, podendo abranger a tecnologia de hibridomas quando se tratando de
anticorpos monoclonais. Entretanto, ha diferentes definicbes para a palavra
biofarmacos (WALSH, 2003).

Para a Federagdo Latino-Americana da Industria Farmacéutica (2006),
biofarmacos sao substancias terapéuticas homélogas ou que ainda possam interagir
com proteinas humanas. Apresentam estrutura molecular extremamente complexa e
seu componente ativo & heterogéneo, por se tratarem, principalmente, de
glicoproteinas. Segundo essa referéncia, biofarmacos podem ser obtidos a partir de
duas origens: fontes naturalmente ocorrentes e fontes modificadas geneticamente. O

primeiro caso se refere ao uso de micro-organismos, de 6rgdos ou de tecidos de
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origem vegetal ou animal, células ou fluidos de origem humana ou animal, em que
nao haja modificacdo genética. O segundo caso diz respeito a proteinas obtidas a

partir de células modificadas geneticamente.

Segundo MELLADO et al. (2008), biofarmacos séo produtos farmacéuticos de
origem biolégica, manufaturados a partir de uma proteina e/ou acido nucléico, com
finalidade terapéutica ou diagnostico in vivo, obtidos por tecnologia do DNA
recombinante e/ou tecnologia de hibridomas, portanto nao incluindo produtos obtidos

por extracao direta de uma fonte bioldgica.

No ambito deste trabalho, biofarmacos foram definidos como uma classe de
biomedicamentos, caracterizada por proteinas terapéuticas recombinantes, obtido
mediante a tecnologia do DNA recombinante com finalidade terapéutica, profilatica,

curativa ou, ainda, para fins de diagnoéstico.

2.2 CULTIVO DE CELULAS ANIMAIS

Biofarmacos tém sido tradicionalmente produzidos mediante o cultivo de
diferentes sistemas de expressdo como células de mamiferos, bactérias, leveduras e
células de inseto, sendo o primeiro preferido para a produgao de biofarmacos mais
complexos devido a sua capacidade de realizar corretamente diversas modifica¢des
pbs-traducionais. Estas modificacdes sdo requeridas para completa atividade da
biomolécula, tornando imprescindivel a escolha adequada do sistema de expresséo
a partir do conhecimento das caracteristicas do produto recombinante a ser
manufaturado (WALSH, 2010). O quadro 2 lista algumas propriedades para
realizagdo das modificagbes pos-traducionais em diferentes sistemas de expressao
(ROSE et al,. 2005 apud SWIECH et al., 2012).

Atualmente, mais de 70% das proteinas recombinantes disponiveis no
mercado sdo produzidas em células animais (principalmente células CHO e células
de rim de hamster neonato: BHK: baby hamster kidney devido a sua capacidade
metabodlica de realizar modificagdes pos-traducionais, em especial a glicosilagao,
que é variavel dependendo da linhagem celular (ZHU, 2012; WALSH, 2007). Esse
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tipo de modificagao pods-traducédo influéncia diretamente em diversas propriedades
da proteina através da adicdo de estruturas glicidicas, sendo dependente também
das condigbes do cultivo (RUSH et al.,1995).

Quadro 2: Principais sistemas de expressé&o disponiveis e algumas caracteristicas
Fonte: ROSE et al. (2005), apud SWIECH (2012).
Sistema Bactérias Leveduras Células de Inseto

T~
\‘\ ,f

-
Caracteristicas —_

Glicosilagao Nao Sim Sim Sim

Estrutura tridimensional Talvez Talvez Sim Sim
Acilagao na extremidade N Nao Sim Sim Sim
terminal
Amidagdo na extremidade C Nao Nao Sim Sim
terminal
Fosforilagao Nao Sim Sim Sim

No quadro 3, abaixo sdo apresentadas algumas proteinas recombinantes de
uso terapéutico obtidas a partir do cultivo de células de mamiferos (ZHU, 2012;
MELLADO & CASTILHO, 2008).

Quadro 3: Algumas proteinas recombinantes obtidas a partir do cultivo de células animais.
(Adaptado de ZHU, 2012; MELLADO & CASTILHO, 2008).
Biofarmaco Ano de Fabricante Indicagao

aprovagao

Acidente vascular
tPA 1986 Genentech CHO . )
cerebralisquémico agudo
. Anemia associada a
Eritropoetina 1989 Amgen, Roche, J&J CHO ) L .
insuficiéncia renal crénica
Fator VI 1993 Bayer Health Care BHK Hemofilia A
Interferon-g 1996 Biogen CHO Esclerose multipla
Fator IX 1997 Genetic Institute CHO Hemofilia B

A ampla utilizacdo da linhagem celular CHO deve-se a sua capacidade de

realizacdo de modificagcdes poés-traducionais, mas, também, a sua resisténcia a

infec¢des virais correspondendo a uma produgéo segura e ainda ao crescimento em
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meio livre de soro com alta concentragao celular, essencial para o desenvolvimento

do cultivo em grande escala (NOH et al., 2013).

Para a producdo de biofarmacos sdo seguidas quatro etapas (Figura 1),
descritas sucintamente a seguir. Vale ressaltar que a producdo de proteinas
recombinantes terapéuticas deve obedecer ndo somente as particularidades do
processo como também a manutengéo das boas praticas de fabricagdo em todas as
etapas do processo produtivo (JUNGBAUER, 2013; DOBLHOFF-DIER & BLIEM,
1999).

Geragao da linhagem
celular

Processamento

Processamento
downstream

upstream .
Banco célula

l

Expansao

Processamento
final

l

Biorreacao

l

Colheita

Figura 1: Diagrama de blocos esquematico para a produgdo de biofarmacos (Adaptado de
JUNGBAUER, 2013; CARINHAS et al.; 2012)

Primeira etapa: Construcdo do DNA recombinante e desenvolvimento da linhagem

celular

Inicia-se pela clonagem do gene que codifica a proteina de interesse em um
vetor de DNA e a transferéncia deste para uma célula hospedeira (procariota ou
eucariota) mediante métodos bioldgicos, fisicos ou bioquimicos (transfec¢ao). Apds

esta etapa, o gene de interesse pode ser expresso transientemente (1 a 3 dias) e,
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em um segundo estagio, a célula pode passar a expressar o gene de forma estavel
(3 a 14 dias) ap6s a incorporacdo do DNA exdégeno ao genoma do hospedeiro
(CARINHAS et al.; 2012; BOLLATI-FOGOLIN & COMINI; 2008). Apos isolamento
de células unicas (clones) e propagacado para obtencdo de linhagens celulares
clonais, a mais promissora é selecionada, e da origem ao banco de células a ser
criopreservado (NOH, 2013).

Sequnda etapa: Cultivo celular para a producio de biofarmacos

Esta etapa inicia-se pelo descongelamento das células a serem cultivadas de
uma ampola de criopreservacgao a partir de um banco de células. A manutencao de
um banco de células tem o intuito de garantir a consisténcia e reprodutibilidade dos
lotes de produgdo (WURM, 2004). Ap6s o descongelamento da ampola as células
sao suspensas em meio de cultivo apropriado para serem incubadas e propagadas
em diferentes biorreatores, por exemplo, para a expansao celular em suspensao:
propagacao em frascos estacionarios, propagacao em frascos agitados, propagacao
em biorreator de volume intermediario e, posteriormente, ao acumulo de massa
celular suficiente, inoculagdo em biorreator de maior capacidade, conhecido como
biorreator de producgéo ou biorreacdo (CHICO et al., 2008).Este escalonamento tem
por objetivo reproduzir em escala industrial os resultados otimizados em escala
piloto. Devem ser controlados o pH do meio de cultivo, temperatura, suprimento
adequado de oxigénio e suprimento de nutrientes fornecidos pelo meio de cultivo
(BANDARANAYAKE & ALMO, 2013). Estas etapas compdem o chamado
processamento upstream (CARINHAS et al.; 201; KRATJE & ETCHEVERRIGARAY,
2008).

Terceira etapa: Purificacdo do biofarmacos

Ao final do cultivo ou até mesmo durante a biorreagao, faz se necessario a
separacgéo celular mediante dispositivos especificos para que o biofarmaco possa
ser purificado. Nesta etapa denominada também de processamento downstream é
necessario o isolamento da proteina de interesse comercial de contaminantes ou a
um nivel aceitdvel mediante o estabelecimento de processos adequados de

purificagdo, atingindo um percentual ideal de pureza superior ou igual a 98%



35
Capitulo-2: Revisdo-Bibliogrdfico

(CROMMELIN et al., 2003 e; DOBLHOFF-DIER & BLIEM, 1999). Para alcancar este
percentual sdo estabelecidas diferentes e sucessivas técnicas cromatograficas. O
uso de distintas técnicas cromatograficas eleva ainda mais o custo do processo
produtivo e tem o intuito de explorar diferengas entre as propriedades fisico-quimicas
da proteina de interesse e seus contaminantes, promovendo a purificagdo. Ao final
das etapas cromatograficas, submete-se o produto intermediario a filtracao
esterilizante para obtengdo do ingrediente farmacéutico ativo (IFA). E de extrema
importancia a escolha adequada das técnicas cromatograficas para nao prejudicar o
rendimento (KRATJE & ETCHEVERRIGARAY, 2008).

Quarta etapa: Formulacio e envase de biofarmacos para comercializacio

Nesta etapa, denominada também de processamento final, os excipientes sédo
selecionados adequadamente e agregados ao IFA, onde as condigbes de
armazenamento sdo estabelecidas mediante estudos de estabilidade com intuito de
aumentar a estabilidade do biofarmaco. Nesta etapa, também podem ser
desenvolvidas diferentes dosagens a partir de calculos realizados para a formulacéo.
Deve ser considerada a adigdo de substancias com funcdo anti-adsorvente para
evitar desnaturagdo protéica quando em contato com a superficie do frasco e
seringas, por exemplo, e adicdo de albumina (estabilizante) ou surfactantes em
baixa concentracdo. Agentes osmoéticos, antioxidantes e tampdes também devem
ser considerados no desenvolvimento da formulagéo. A liofilizagdo, processo de
secagem a baixas temperaturas, também pode ser incorporada nesta etapa,
aumentando assim a estabilidade do produto (CROMMELIN et al., 2003).

A complexidade e particularidade do processo produtivo de biofarmacos
contribuem para o elevado custo destes biomedicamentos, dificultando, assim, a
disponibilizacao para o tratamento e causando uma dependéncia de importagcéo pelo
pais. Este custo pode ser reduzido com o vencimento da patente e o interesse das
industrias farmacéuticas brasileiras na produgcdo de biofarmacos. Entretanto, a
inacessibilidade aos dados de manufatura do biofarmaco inovador torna desafiador o
desenvolvimento por outras industrias farmacéuticas, consequentemente, tornando a
pratica da intercambialidade inviavel entre o inovador e o similar (SAAVEDRA &
QUINONES, 2006).
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2.3 O PROGRAMA DE MEDICAMENTOS EXCEPCIONAIS

Para facilitar o acesso da populagédo a medicamentos de alto custo, inclusive
biofarmacos, para o tratamento de doengas especificas ou de tratamento crénico, o
Governo Brasileiro implantou, em 1993, o Programa de Medicamentos Excepcionais,
de alto custo ou de dispensacédo em carater excepcional, para garantir o
fornecimento de produtos de elevado valor agregado a populagdo contemplando
dois medicamentos, a EPO-hr e a ciclosporina (BRASIL, 1993). Em 1995, esta lista
foi ampliada para 18 medicamentos € no ano seguinte, para 32 medicamentos.
Somente em 2002, ocorreu a inclusao significativa de medicamentos e diferentes
apresentacdes farmacéuticas, totalizando 101 medicamentos e 223 apresentagdes
(BRASIL, 2010). Entre os anos de 2002 e 2008, alguns medicamentos foram
excluidos por falta de comercializagdo no Brasil e outros foram incluidos, por
exemplo, adalimumabe e etanercepete (ambos indicados para tratamento de artrite
reumatdide), ampliando ainda mais a lista (BRASIL, 2010). Em 2009, esse programa
contava com 109 medicamentos em sua relagéo, e seu custo foi de R$ 2,3 bilhdes
(BRASIL, 2014). Em 2011, do total de medicamentos contemplados, cerca de trinta
eram medicamentos biolégicos (Figura 2), sendo que eles representavam um
percentual relevante de custo total (CARIAS et al, 2011). Atualmente, esse
programa possui 141 medicamentos e funciona mediante o repasse de recursos do
governo federal para os estados, que se encarregam da compra e distribuicdo
desses produtos (BRASIL, 2014).
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Figura 2: Relagdo do numero de medicamentos disponiveis no Programa de Medicamentos
Excepcionais entre os anos de 1993 e 2011 (Adaptado de CARIAS et al., 2011; BRASIL, 2010)

Os medicamentos excepcionais sdo dispensados em farmacias especificas
para este fim, obedecendo a regras e critérios como diagndstico, esquemas
terapéuticos, monitoramento / acompanhamento e demais parametros, contidos nos
Protocolos Clinicos e Diretrizes Terapéuticas, estabelecidos pela Secretaria de
Assisténcia a Saude (SAS) do Ministério da Saude. Este programa fornece a EPO-hr
para o tratamento da anemia associada a insuficiéncia renal crénica em diferentes
apresentacdes farmacéuticas. Injetaveis: Alfaepoetina 2.000 Ul, 4.000 Ul e 10.000
Ul (BRASIL, 2011).

2.4 ERITROPOETINA HUMANA RECOMBINANTE

Até a aprovacéao pelo FDA da Eritropoetina Humana Recombinante (EPO-hr),
em 1989, para o tratamento de anemia por insuficiencia renal crénica (IRC), alguns
marcos que auxiliaram o seu desenvolvimento podem ser destacados, conforme
mostrado na figura 3. Inicialmente, por Richard Bright, em 1836, evidenciou a
anemia como uma complicagdo da insuficiéncia renal cronica. Décadas mais tarde,

Denis Jourdanet associou o aumento da producdo de eritrécitos a pessoas que
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vivem em atmosfera com baixa concentracdo de oxigénio. Em 1906, Carnot e
Deflandre descreveram a existéncia de um horménio responsavel pela eritropoiese a
partir de descobertas entdo recentes, o qual eles denominaram de hemopoetina
(JELKMANN, 1996). Trés decadas depois, em 1940, Krumdieck et al. comprovaram
que a demanda por oxigénio pode influenciar a producdo de eritrécitos imaturos
(reticulécitos). Em 1957, foi comprovado por Jacobson et al. que o principal produtor
de eritropoetina € o rim, de modo que se buscou purifica-la a partir da urina de
pacientes com anemia aplasica 20 anos depois. Em 1983, dois grupos de cientistas
conseguiram clonar e expressar o gene da EPO humana, possibilitando estabelecer
o uso de EPO-hr para corrigir a anemia em pacientes com IRC alguns anos depois
(FRIED, 1995).
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Sendo assim, a eritropoetina natural é uma glicoproteina produzida
principalmente pelo cortex renal, mas outros 6rgaos também tém a capacidade de
producao, como o cérebro, o utero e, em fetos, o figado. A producgéo de eritropoetina
€ estimulada pela baixa concentracdo de oxigénio nas artérias renais, diminuicao da
concentragdo de hemacias por perda de sangue ou destruicdo excessiva e maior
demanda tecidual por oxigénio. A eritropoetina atua como fator hormonal de
estimulacéo mitética e de diferenciacéo celular, através da proliferacdo das células-
tronco precursoras de glébulos vermelhos ao nivel da medula éssea, aumentando,
assim, a formacgéo de eritrocitos maduros (GUYTON & HALL, 2006; GILG et al.,
1996).

Gracas ao seu efeito no organismo humano (Figura 4), a eritropoetina humana
recombiante (EPO-hr) tem sido usada na medicina humana em doengas como:
insuficiéncia renal crénica, doengas hematologicas, canceres, tumores, linfomas e
mieloma multiplo (SPIVAK, 1993; WALSH, 2007). A adesdo ao tratamento pelo
paciente diminui a necessidade de transfusdo sanguinea, da morbidade, da
mortalidade, melhorando significativamente a qualidade de vida de portadores de
insuficiéncia renal crénica. Com aproximadamente oito semanas de tratamento, as
taxas de hemoglobina e hematécrito podem atingir valores entre 11 g/dl e 12 g/dl ou
entre 33% a 36%, respectivamente. Caso seja necessario, deve-se incluir a
reposicao de ferro durante o tratamento para que o biomedicamento em questado
atue de forma adequada. (JELKMANN, 2010; ELLIOTT et al., 2008).

A EPO-hr apresenta estrutura terciaria globular composta de quatro hélices alfa,
estabilizadas por ligagdo hidrogénio dentro da cadeia e folhas beta antiparalelas,
entre filamentos peptidicos (GILG et al., 1996). Na figura 5, € apresentada de forma
esquematica a estrutura tridimensional da EPO-hr. A esquerda é apresentada a
estrutura polipeptidica e a direita € apresentada a estrutura polipeptidica com a

incorporagao da cadeia glicidica.
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tecidual

Figura 4: Mecanismo da Eritropoetina para aumentar a produgédo de heméacias pela demanda de
oxigénio (Adaptado de GUYTON &HALL, 2006).

Figura 5: Estrutura tridimensional da EPO-hr. a) Estrutura polipeptidica. b) Estrutura com a
incorporagdo da cadeia glicidica (Fonte: SHERIDAN, 2007).

A EPO-hr contém 165 aminoacidos (Figura 6) massa molar entre 34.000 e
40.000 Dalton, possui N-glicosilagdes em trés asparaginas (Asn24, Asn38 e Asn83)
e O-glicosilacdo em uma serina (Ser126), apresentando conteudo de glicidios
correspondente a 40% da sua massa molar e duas pontes dissulfeto
intramoleculares (Cis7-161 e Cis 29-33) (BERG et al., 2007).
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Figura 6: Sequéncia de aminoacidos de EPO-hr com os sitios de glicosilagéo identificados: N-
glicosilagdo Asn 24; Asn 38 e Asn 83; O-glicosilagcao Ser 126 e as pontes dissulfeto (Adaptado de
WANG et al., 2013)

2.5 PRODUGAO DE ERITROPOETINA HUMANA RECOMBINANTE

A EPO-hr é obtida pela tecnologia DNA recombinante com sequéncia de
aminoacidos idéntica a da eritropoetina natural, utilizando células de ovario de
hamster chinés (células CHO) nas quais o gene da eritropoetina humana foi inserido
(ANDRADE, 2007).

Desde o desenvolvimento da linhagem celular, passando pelo
descongelamento da ampola do banco de trabalho até o cultivo celular em
biorreatores da-se o nome de processamento upstream. Apds esta etapa, é
necessario iniciar o processo de separacao de células e purificacdo, ja que na
colheita ha residuos de outras proteinas celulares e outros residuos remanescentes
do meio de cultivo (ANDRADE, 2007).
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O processo de recuperagédo e purificagdo (processamento downstream)
implica em varias etapas cromatograficas para atingir um alto grau de pureza do
biofarmaco. Apdés a etapa de purificacédo, ha necessidade de realizar a filtracao
esterilizante para obter o Ingrediente Farmacéutico Ativo (IFA) e prosseguir para o
processamento final, onde sado incorporados excipientes, e seguindo-se para o
envase, rotulagem e acondicionamento em embalagem secundaria (JUNGBAUER,
2013).

A figura 7 apresenta o diagrama de blocos geral para a produgédo de EPO-hr.

Descongelamento = Separacio de
da ampola do Expansao Cultivo celular '::élu%:s
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Figura 7: Diagrama de blocos geral para a produgédo de EPO-hr (Adaptado de: JUNGBAUER, 2013 e
WURM, 2004).

A maioria das formulagdes de EPO-hr disponiveis para comercializagéo
contém grandes quantidades de soro albumina humana (HSA), que € um excipiente
com a funcao de estabilizar a formulagdo. Na Unido Européia, a HSA n&o pode ser
mais utilizada, devido ao risco de transmissdo de doengas. Atualmente, alguns

fabricantes ja substituiram a albumina por uma mistura de aminoacidos, uma vez
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que sao compostos de origem n&o animal oferecendo maior seguranca a formulagéo
(ARAKAWA, 2007).

2.6 GLICOSILAGAO: O CASO DA EPO-hr

Como ja dito em tépicos anteriores, a glicosilagédo, forma de modificagédo pos-
tradugcdo amplamente estudada e realizada por enzimas citoplasmaticas dentro do
reticulo endoplasmatico e do complexo de Golgi, exerce papel bastante significativo
na conformacéo protéica, resisténcia a proteases, controle do tempo de meia vida e
interacdo com receptor, dentre outros. A glicosilacdo pode ser de dois tipos: N-
glicosilagéo e O-glicosilacédo (WILSON &WALKER, 2010). Os N-glicanos, compostos
de um pentassacarideo central contendo trés manoses (Man) e dois residuos de N-
acetilglicosamina (GIcNAc), sdo sempre ligados a residuos de asparagina (N)
pertencente a uma sequéncia consenso Asn-X-Ser/Thr onde X pode ser qualquer
aminoacido diferente de prolina e Ser/Thr. Os O-glicanos, sdo estruturas menores,
do tipo mucina, onde ha a adigao de N-acetilgalactosamina (GalNAc) em residuos de
serina ou treonina (WILSON & WALKER, 2010).

A N-glicosilagdo tem maior relevancia, pois apresenta impacto no
enovelamento de proteinas, reconhecimento de receptores, atividade biologica,
estabilidade, entre outros efeitos (WALSH & JEFFERIS, 2006).0 processamento da
N-glicosilagdo acontece em duas etapas subsequentes. A primeira etapa é realizada
no interior do reticulo endoplasmatico, consistindo na formacéo de um composto de
14 mondmeros (duas unidades de GIcNAc, nove unidades de Man e trés unidades
de glicose - Glc), mostrado na figura 8, e sua adicdo a sequéncia consenso,
catalisada pela enzima oligossacariltransferase (OST). Ap6s a adigdo, ocorrem
sucessivas reagdes de remogao de residuos de Man e Glc. Ao final destas reagdes,
resta uma estrutura com alto teor de manose (duas a seis unidades de Man), que é
transferida para o complexo de Golgi para iniciar a segunda etapa do
processamento, que envolve a adigdo de GIcNAc, fucose (Fuc), galactose (Gal) e
acido sialico (acido N-acetil-neuraminico — NeuAc) por enzimas do tipo transferase,
resultando em uma estrutura complexa (Figura 9). As reacdes catalisadas por
enzimas no interior do complexo de Golgi podem nao ser finalizadas e influenciam

diretamente na heterogeneidade da estrutura a ser formada, originando diferentes
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ramificacbes, sendo responsaveis pelas diferentes glicoformas observadas em
glicoproteinas. Cada ramificacdo formada a partir do nucleo central do
oligossacarideo € comumente chamada de antena. De acordo com a composigéo de
cada uma das antenas, o oligossacarideo resultante é classificado como rico em
manose ou complexo (BUTLER, 2008 e WALSH & JEFFERIS, 2006).

a

A/A
00 0O
Q0 O
v I

A GLICOSE

A; Dolicol E N-ACETILGLICOSAMINA
® Fosfato @ wanose

bwao(z] (2] ©

Figura 8: Oligossacarideo precursor para o processamento da N-glicosilagdo composto de 14
mondmeros (duas unidades de GIcNAc, nove unidades de Man e trés unidades de Glc: DPP-
GIcNAc;MangGlc;) (Adaptado de SCHWARZ & AEBI, 2011).
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Figura 9: Processamento da N-glicosilagdo catalisado pela enzima OST (Adaptado de WALSH &
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No caso da EPO-hr, os glicanos estdo ligados em trés asparaginas nas
posicoes 24, 38 e 83, formando N-glicosilagcdes, e em uma serina na posicédo 126
formando uma O-glicosilagdo. A N-glicosilagdo apresenta a maior implicagdo na
estrutura e consequentemente na funcdo de EPO-hr. Predomina estruturas
tetraantenarias assim como tri e biantenarias em menor proporgéo (Figura 10). A O-
glicosilacdo em EPO-hr é composta por GlcNAc, Gal e acido sialico (BUTLER,
2008). Para uma boa atividade biolégica da EPO-hr, é recomendado que a
concentragao de acido sialico seja superior ou igual a 10 mol de acido sialico/ mol de
proteina (TAKEUCHI & KOBATA, 1991).
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Figura 10: Glicanos de EPO-hr ligados em trés asparaginas nas posi¢cdes 24, 38 e 83
formando N-glicosilagdes e em uma serina na posi¢gdo 126 formando uma O-glicosilagcdo (Adaptado
de TAKEUCHI & KOBATA, 1991).

Produtos de mutacéo sitio-dirigida da EPO-hr ja sdo produzidos envolvendo
adicdo de novos sitios de N-glicosilacdo. A a-darbepoetina (biofarmaco de segunda
geracgao) contém dois sitios a mais de N-glicosilagdo nas posi¢coes 30 e 88 a partir
de cinco substituicbes de aminoacidos, aumentando a porgéo glicidica para 51%,
massa molar para 37kDa, residuos de acido sialico para 22 e o tempo de meia-vida
aumentado em trés vezes (NASCIMENTO et al., 2013).
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2.7 CONTROLE EM PROCESSO E CONTROLE DE QUALIDADE DE EPO-HR

Além do controle durante o processo produtivo, metodologias de controle de
qualidade devem ser executadas tanto para a porcao polipeptidica quanto para
porcao glicidica de uma glicoproteina. Dentre os ensaios utilizados em protedmica
para o controle de qualidade, podem-se destacar a identificacdo e avaliacédo da
homogeneidade por técnicas eletroforéticas, separacao e analise do perfil peptidico
e perfil de oligossacarideos por espectrometria de massas (WILSON & WALKER,
2010).

Todas as operagdes envolvidas em um processo produtivo para obtencao de
um biofarmaco devem ser monitoradas pelo controle de qualidade e/ou controle em
processo. Em muitas industrias farmacéuticas, o controle em processo esta ligado a
producgéo, porém esse sistema pode originar conflitos de interesse entre a produgao
e o controle de qualidade, ja que essa estruturacdo ainda ndo € bem definida
(ALMEIDA, 2009).

Segundo Almeida (2009), o controle de qualidade difere do controle em
processo na aceitacdo ou aprovagaéo de um lote a partir das especificagbes pré-
estabelecidas. O controle em processo visa garantir a qualidade do produto
intermediario, ja que as amostras sao recolhidas para analise durante o processo
produtivo, e dar suporte a qualquer tomada de deciséo relacionada ao processo

produtivo.

De acordo com a Resolugao da Diretoria Colegiada 17 da Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria, o controle em processo consiste de verificagdes realizadas
durante a producgédo, de forma a monitorar e, quando necessario, ajustar o processo
para garantir que o produto se mantenha conforme suas especificagbes, podendo

abranger o controle do ambiente ou equipamentos (BRASIL, 2010).

O Laboratério de Controle em Processo e de Qualidade para EPO-hr deve
seguir as recomendagbes estabelecidas em compéndios oficiais para que os
parametros do processo produtivo sejam cuidadosamente ajustados, se necessario,
controlados, garantindo a reprodutibilidade lote a lote (ALMEIDA, 2009).
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Segundo Gilg et al. (1996), métodos cromatograficos (fase reversa e exclusao
molecular), eletroforese e absor¢do UV/VIS podem ser utilizados na caracterizagéo e
controle de qualidade para verificar a identidade e/ ou pureza da EPO-hr, bem como
métodos imunoquimicos e bioldgicos para verificar a identidade e poténcia de EPO-
hr. Recentemente, a avaliacdo estrutural de glicoproteinas por espectrometria de
massas tem avangado no ambito da protedmica, tornando possivel a identificagéo de
modifica¢des pos-traducionais e 0 mapeamento peptidico em um unico experimento
(AITKEN, 2010).

2.7.1 Aspectos regulatérios para a EPO-hr

Atualmente, nao existe monografia oficial de matéria-prima ou forma
farmacéutica de EPO-hr inscritas na Farmacopeia Brasileira 5% edi¢cdo. A
Farmacopeia Americana tem apenas especificacdes gerais para produtos biolégicos,
nao disponibilizando monografia geral para EPO-hr. Dessa forma, pode ser adotada
monografia oficial, ultima edigdo, de algum compéndio internacional como, por
exemplo, a Farmacopeia Americana e Farmacopeia Europeia (BRASIL, 2009). E
preferencialmente adotada a Farmacopeia Europeia para produtos biolégicos por

apresentar protocolos mais completos para o controle de qualidade.

A Farmacopeia Europeia (F.E.) versédo 7.0 preconiza alguns ensaios para a

analise da qualidade de ingrediente farmacéutico ativo de EPO-hr, listados a seguir:

1. Deteccdo de proteinas derivadas de células hospedeiras:

Os processos biotecnoldgicos, principalmente os que utilizam a tecnologia
recombinante, resultam na obtenc&o do biofarmaco e também em residuos com
proteinas e outros oriundos das etapas de producdo. Com intuito de remover ao
maximo impurezas, os processos de purificagdo tém sido intensificados, por isso, a
presenca de proteinas de células hospedeiras deve ser reduzida a niveis
preconizados pelas agéncias regulatérias. Métodos como eletroforese em gel de
poliacrilamida e Imunoblot s&o utilizados para determinar os niveis destes

contaminantes, porém sua sensibilidade é relativamente baixa quando comparada a
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outros ensaios utilizando anticorpos especificos (KRATJE & ETCHEVERRIGARAY,
2008).

2. Deteccdo de DNA de célula hospedeira e vetor:

O controle do DNA residual € uma forma de aferir a eficiéncia e consisténcia
das etapas de obtencdo, métodos de purificacdo, assim como a qualidade do
produto. A EPO-hr € expressa em células CHO e, com isso, o DNA residual da
célula hospedeira pode representar uma impureza nas etapas de producao desta
proteina. Os niveis de DNA devem ser quantificados utilizando métodos com
sensibilidade adequada. O método de hibridizacao, para deteccao de DNA da célula
hospedeira, baseia-se na imobilizacdo do DNA em uma membrana de nitrocelulose,
sendo o DNA detectado por sondas marcadas por Digoxigenina (DIG) de modo
semi-quantitativo = comparado a uma  curva padrao (KRATJE &
ETCHEVERRIGARAY, 2008).

3. ldentidade e perfil de isoformas:

a. Eletroforese capilar zonal:

Nessa técnica as diferentes isoformas de EPO-hr sdo separadas de acordo
com a sua carga. O numero de picos corresponde ao numero de isoformas obtidas e
a estimativa das areas correspondentes a cada pico permite estabelecer o conteudo
percentual de cada uma delas, e com isso, pode-se determinar a qualidade da
proteina em um tempo de andlise curto, com possibilidade de automacao (GILG et
al., 1996). Outra técnica bastante utilizada para estimar isoformas & a focalizagao
isoelétrica. Este método envolve o uso de um gel que pode ser de poliacrilamida ou
agarose, contendo uma mistura de anfélitos carreadores que, quando submetidos a
um campo elétrico, serdao harmonizados em ordem crescente de ponto isoelétrico do
anodo para o catodo. Cada anfélito mantém o pH correspondente ao seu ponto
isoelétrico (pl) e, deste modo, um gradiente de pH é formado no gel. Se uma
amostra protéica for aplicada na superficie deste gel em gradiente de pH, a migracéo

sera influenciada pelo campo elétrico. Desta forma as proteinas sdo separadas de
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acordo com sua carga. Se o numero de grupamentos acidos em uma proteina for
superior ao numero de basicos, ela sera classificada como acida e com pl em pH
baixo. Se o numero de grupamentos basicos for maior do que o numero de
grupamentos acidos em uma proteina, esta sera classificada como basica e com pl
em pH alcalino (SILVA JUNIOR, 2001). A técnica IEF em conjunto com a
eletroforese unidimensional (SDS-PAGE: sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide gel
electrophoresis) € denominada de eletroforese bidimensional que separa a proteina

em duas dimensdes: pl e massa molar (WALKER, 2010).

b. Eletroforese em gel de poliacrilamida:

SDS-PAGE é uma técnica amplamente utilizada para separacéo de proteinas
pela sua mobilidade eletroforética, sendo dependente da sua massa molar. Para
realizacdo da técnica, as amostras devem ser tratadas com tamp&o desnaturante
que normaliza a carga e a forma das proteinas, permitindo que sejam separadas em
gel de poliacrilamida pela sua massa molar e ndo pela sua forma. Este tampéo
possui em sua composicao 2-beta-mercaptoetanol, que tem a fung¢édo de reduzir as
pontes dissulfeto das proteinas, o que facilita a separagcdo por tamanho. Outro
ingrediente do tampado é o SDS, que € um detergente anibnico que se liga as
proteinas, desnaturando-as e conferindo a mesma carga negativa, evitando que

estas sejam separadas pela sua carga (SILVA JUNIOR, 2001).

c. Imunoblot:

Esta técnica, confirmatéria para a identidade da proteina, consiste na
eletrotransferéncia das bandas protéicas do gel de poliacrilamida para uma
membrana de PVDF (polivinildifluoreto) mediante corrente elétrica. Ap6s afixagdo
dessas bandas a membrana, € adicionada uma solu¢do contendo um anticorpo
primario que reconhece a proteina de interesse. Formado o complexo anticorpo-
antigeno, em seguida um anticorpo secundario conjugado a uma enzima capaz de
interagir com um substrato cromogénio é adicionado, formando um produto colorido
e identificando assim a banda do antigeno de interesse (SILVA JUNIOR, 2001).
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d. Mapa de Peptideos:

Baseia-se, primeiramente, na hidrélise quimica ou enzimatica da amostra e
posterior separacao, por CLAE em fase reversa, dos peptideos formados, obtendo-
se um perfil altamente especifico devido ao fato de que as enzimas hidrolisam as
ligagbes peptidicas de forma especifica. Com isso, para uma dada proteina os
peptideos formados sédo sempre os mesmos e os cromatogramas do hidrolisado de
diversos lotes para uma mesma proteina devem ser sempre iguais. Estes
cromatogramas sao considerados como uma impressao digital da proteina.
Diferengas nos cromatogramas, quando comparados com cromatogramas de lotes
anteriores, mostram que a proteina pode ter sofrido um processo de modificagdo de
sua estrutura molecular. Este método permite analisar a identidade da proteina
quando comparado com o padrdao. No caso da EPO, a protease utilizada e
preconizada por compéndios oficiais € a tripsina. Como a tripsina tem uma grande
especificidade de acéo, hidrolisando peptideos no lado carboxilico de residuos de
arginina e lisina, os fragmentos formados sdo sempre os mesmos (SILVA JUNIOR,
2004).

e. Analise da sequéncia N-terminal:

O sequenciamento N-terminal é uma técnica que complementa a identificacao
feita pelo mapa peptidico. O fundamento desta técnica, também chamada de reacgéo
de Edman, consiste na reagéo do fenil-isotiocianato reage com o grupamento amino
do N-terminal da proteina. Apds a reagéo, o aminoacido N-terminal é liberado e sofre
uma derivatizacdo. Este derivado é identificado por CLAE. Ao final da reagdo, um
novo aminoacido se torna o N-terminal e o ciclo é reiniciado. Em condi¢gbes normais,
pelo menos vinte ciclos podem ser realizados, identificando a sequéncia final de
aminoacidos da proteina (KRATJE & ETCHEVERRIGARAY; 2008; CONCEICAO,
2003).

4. Determinacado de proteinas através da absorcdo UV:

Existem varios métodos para a determinacdo de proteinas totais, que sao

adequados para diferentes tipos de amostras. Para uma proteina pura ou com alto
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grau de pureza € valido utilizar o método Lowry ou ainda o método por absorgéo no
UV. O método Lowry, proposto por Wu, em 1922, baseia-se em uma mistura de
molibdato, tungstato e acido fosférico (Reagente de Folin), que sofre redugdo ao
reagir com proteinas, na presenca de cobre (llI), um catalisador. O composto
formado tem absorgdo maxima em 750nm (WU, 1922). O método por absorgéo por
UV baseia-se no fato de que as proteinas tém absorgéo na regido de 280 nm e na
regido de 220 nm, sendo a primeira regido devido a diversos aminoacidos como
fenilalanina, cisteina, cistina, metionina, triptofano, histidina e tirosina, e a segunda
devido a ligagéo peptidica. Contudo, na regido de 280 nm, em pH neutro, somente
os aminoacidos triptofano, tirosina e cisteina possuem uma absortividade molar alta
(GILG et al., 1996). Este método esta sujeito a muitos interferentes, sendo que, em
amostras complexas, diversas substancias podem absorver no UV. Entretanto, por
ser um método de facil execugdo e rapido € amplamente utilizado durante os
procedimentos de purificacao e separagao de proteinas. Como o resultado de outras
medidas, como mapeamento peptidico e pureza, depende do conteudo protéico, é
importante destacar que o método por absor¢ao no UV é um dos métodos mais
importantes. ldealmente, deve-se conhecer o coeficiente de extingdo molar da EPO,

uma vez que este é especifico para cada proteina (WILSON & WALKER, 2010).

5. Determinacédo de dimeros e substancias de massa molar elevada:

Este ensaio consiste na utilizagdo de uma técnica cromatografica de alta
eficiéncia do tipo exclusdo molecular, onde substancias sdo separadas em funcao
da sua forma e massa molar. Para as proteinas globulares, a eluicdo que ocorre em
uma coluna de exclusdo molecular que contém poros é a funcdo inversa do
logaritmo de suas massas molares, desde que a substancia nao interaja com a
matriz cromatografica por interagdes fisico-quimicas. Moléculas pequenas podem
entrar nestes poros, mas nao as grandes. O resultado é que as moléculas pequenas
se distribuem tanto na solugédo aquosa dentro dos poros quanto entre eles, enquanto
as grandes se localizam apenas na solug¢ao entre os poros. As moléculas grandes
fluem mais rapidamente por esta coluna e emergem primeiro porque ha um volume
menor acessivel a elas. Moléculas, cujo tamanho permite entrar ocasionalmente em
um poro, fluirdo pela coluna em uma posi¢ao intermediaria e pequenas moléculas,

que percorrem um caminho mais longo e tortuoso, sairdo por ultimo. Esse método
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possibilita avaliar a concentracdo de agregados em amostras de EPO-hr (SILVA
JUNIOR, 2004).

6. Determinacéo de acido sialico por espectrofotometria:

O método de determinagdo de acido sialico por colorimetria, descrito na
Farmacopéia Européia, € utilizado como um método de controle para quantificar o
conteudo de acido sidlico de EPO, ja que a presenca do mesmo desloca o pl para
pH acido e o tempo de meia vida da proteina no plasma varia de acordo com a
estrutura do oligossacarideo (JENKINS & CURLING,1994). Este método baseia-se
na quantificacdo do conteudo de acido sialico (4cido N-acetilneuraminico), que forma
um complexo colorido com o resorcinol, sendo medido a 620 nm (SVENNERHOLM
1957).

7. Atividade Biologica:

A atividade biolégica tem o objetivo de medir a capacidade do produzir um
efeito farmacologico definido, podendo ser realizados dois métodos. O primeiro
utilizando camundongos policittmicos e o segundo utilizando camundongos
normocitémicos. O segundo método, preferencialmente escolhido para avaliacado da
atividade bioldgica, ja que causa menos estresse aos animais e n&o exposi¢cao do
animal a radioisétopos, baseia-se na inje¢do do (bio)medicamento, no caso a EPO-
hr, e posteriormente, na medida do estimulo de produgdo de reticuldcitos. Esta
medida é realizada em hemocitémetro a partir da coleta do sangue do animal (e
tratamento da amostra coletada) apds o intervalo de 96h (NASCIMENTO et al.,
2013).

Vale ressaltar que as metodologias preconizadas pela Farmacopeia Europeia
para avaliagcado do padrao de glicosilagdo e sequenciamento peptidico ndo envolvem
as utilizando metodologias mais robustas e precisas disponiveis hoje em dia.
Técnicas de alta precisdo como espectrometria de massas, devem ser adotadas
durante o estabelecimento da manufatura do (bio)medicamento, para a avaliagéo
dos lotes de consisténcia, e repetidas de tempos em tempos para lotes, com o intuito

de verificar a reprodutibilidade do processo produtivo, ja que alteragdes no grau de
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glicosilacédo e na estrutura peptidica podem influenciar fortemente a qualidade do
produto (GIMENEZ et al., 2012; KRATJE & ETCHEVERRIGARAY, 2008 e
DOBLHOFF-DIER, 1999).

2.7.2 Espectrometria de massas aplicada a biomoléculas

A espectrometria de massas (EM), desenvolvida por Joseph John Thomson em
1897 para analise de compostos quimicos, € uma técnica analitica muito utilizada
em diversos segmentos da quimica e, também, na caracterizagdo estrutural de
biomoléculas, com finalidade de determinar sua massa molar e a sua sequéncia
peptidica. E baseada na ionizagdo de moléculas em meio gasoso, ou seja, na
formacdo de ions a partir de compostos neutros e na subsequente analise da
decomposi¢céo dos ions formados mediante sua relagdo massa/carga. Para ions
monocarregados, a relacdo massa/carga € a sua propria massa molar (AITKEN,
2010).

Um espectrometro de massas € composto basicamente de uma fonte de
ionizagao, um analisador sob vacuo, um detector, um sistema de injecdo da amostra
para a fonte de ionizagdo mediante um sistema de injecdo e processador de sinal a
partir dos ions que chegam ao detector, conforme a figura 11, (SIMONE, 2008).

SISTEMA DE

INJECAO DE
AMOSTRA

RONIEE ANALISADOR DETECTOR

IONIZACAO

PROCESSADOR
DE SINAL

Figura 11: Componentes basicos que integram um espectrdmetro de massas (Adaptado de SIMONE,
2008).
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Mesmo considerada uma técnica antiga para moléculas organicas, somente
em 1946 houve a possibilidade de avaliagcdo de biomoléculas por Time of flight
(TOF) utilizando como fonte de ionizagdo Matrix Assisted Laser Desorption/
lonization (MALDI). Esta técnica foi desenvolvida para contornar problemas de
limitacdes relacionados ao uso das fontes de ionizagdo mais antigas, como, por
exemplo, eletrodessorgao, ja que biomoléculas ndo podem ser submetidas as

mesmas condi¢cdes das demais moléculas organicas (AITKEN, 2010).

Anos depois, em 2002, o uso de Electrospray (ESI) como fonte de ionizagéo foi
estabelecido por John Fenn especialmente para ionizagcdo de biomoléculas
(AITKEN, 2010). Nesse método, ha uma produgédo de ions por nebulizagdo de uma
solugdo de um analito, a qual € bombeada pelo capilar de aco inoxidavel dentro de
um campo elétrico, podendo variar entre 2000 e 4000V (Figura 12a). Esse spray
formado passa por uma corrente de nitrogénio, onde as goticulas perdem o material
liguido no qual foram solubilizadas ao ponto de concentrar as cargas na superficie
da molécula (dessolvatacdo), a qual passa para a fase gasosa, até haver a

ionizagdo da amostra (Figura 12b).

Oxidacdo

—_—

Dispositivo

Cone extrator

Cone gds : Fonte de alta tenséo

Figura 12: a) Dispositivo para formagéo de goticulas para ESI. b) Processo de dessolvatagédo (Fonte:
Adaptado de WATERS Ltda, 2013 e SIMONE, 2008).

Os ions formados sao direcionados para o analisador de massas devido um
gradiente de potencial existente, conforme a figura 13 (AITKEN, 2010; SIMONE,
2008).
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Figura 13: Fonte de ionizacéo por ESI (Fonte: SIMONE, 2008).

Os ions assim obtidos podem ser selecionados individualmente e analisados de
acordo com sua relagao massal/carga. Diferentes analisadores de massa podem ser
utilizados como, por exemplo, quadrupolo (Q), armadilha iénica (ion-trap) e TOF, ou
ainda, em espectrdbmetros mais avangados, um conjunto destes tipos de
analisadores (SIMONE, 2008). O quadrupolo é composto de quatro cilindros
metalicos paralelos, onde sdo aplicadas voltagem e radiofrequéncia,
alternadamente, e funciona como um filtro i6énico a partir da sua relagéo
masssa/carga especifica. O triplo quadrupolo permite a realizacdo de analises
sequenciais onde o primeiro e o terceiro quadrupolo funcionam como um filtro,
enquanto o quadrupolo intermediario funciona como uma célula de colisdo de baixa
energia para obtencdo de fragmentos menores (SIMONE, 2008). A armadilha de
elétrons, outro analisador que pode ser utilizado em conjunto com o triplo
quadrupolo, funciona como aprisionamento de ions dentro do eletrodo a partir de um
valor determinando pela radiofrequéncia estabelecida. Sequencialmente, os ions séo
liberados seletivamente. Esta técnica aprimora os resultados quantitativos e é
denominada tandem ou “espectrometria em multiplos estagios” (MS/MS, do inglés
Mass Spectrometry/Mass Spectrometry). O ultimo analisador citado neste texto,
TOF, separa os ions formados com base em suas diferentes velocidades quando
acelerados por um potencial de voltagem, sendo as velocidades inversamente
proporcionais a massa do ion (AITKEN, 2010; SIMONE, 2008). Recentemente, com

a incluséo da separacao de fragmentos por mobilidade i6nica, onde é considerada
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também a sua conformacdo, tornou a espectrometria de massas um método
excelente para caracterizacdo estrutural de biomoléculas. S&o utilizadas duas
camaras de colisdo antes e pos-separacao por mobilidade, onde a separagéo ocorre
sob vacuo (DAMEN et al., 2009).

ApOs a separagao adequada de ions, torna-se necessaria a conversao destes
em um sinal compativel com um processador de dados. Esta conversao é realizada
por um detector posicionado no final do analisador. Entre os detectores existentes
pode-se citar: fotomultiplicador, placa de microcanais e o detector mais amplamente
utilizado para analise de biomoléculas, o multiplicador de elétrons. Como o proprio
nome diz, este tipo de detector multiplica um elétron sucessivamentes amplificando o
sinal a ser processado por programas especificos. Ou seja, 0s ions sdo observados
como elétrons e sao interpretados por processadores e tratados por softwares que
convertem estes dados em um formato mais adequado (AITKEN, 2010; SIMONE,
2008).

A técnica de espectrometria de massas acoplada a cromatografia liquida de
ultra eficiéncia (UPLC) possibilita analises mais dinamicas e rapidas, onde a
substancia que sai da coluna analitica com uma prévia separacgéo é injetada direto
no espectrédmetro de massas, conferindo um sistema capaz de separar e identificar

estruturas com acuracia (AITKEN, 2010).

A espectrometria de massas permite a determinagcdo da massa molar de
proteinas e peptideos, como também a determinacdo da sequéncia primaria, de
modificagdes poés-traducionais e da homogeneidade da proteina oriunda da
tecnologia DNA recombinante (AITKEN, 2010; SIMONE, 2008). Atualmente, esta
técnica também € utilizada para monitoramento de sobrenadantes de culturas de
células, para avaliagdo de apoptose precoce e estresse celular (SCHWAMB et al.,
2013).
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2.8 CONSIDERAGOES FINAIS

Atualmente, ha um grande numero de proteinas recombinantes terapéuticas
(biofarmacos) disponiveis no mercado (bio)farmacéutico. Geralmente, proteinas
recombinantes s&o utilizadas em terapia de reposicdo como a EPO-hr
(SHARPLES, et al., 2006). Sendo assim, para que estas proteinas sejam
manufaturadas com qualidade apreciavel faz-se necessario o uso de sistemas de
expressdo que permitam a sua produgcdo de modo eficiente, ou seja, sistemas
capazes de realizar corretamente as modificacbes poés-traducionais como, por
exemplo, a linhagem celular CHO (ZHU, 2012). Dentro deste contexto, cada vez
mais é exigida a utilizacdo de metodologias analiticas para caracterizagao profunda
e consequentemente comprovacdo da qualidade de biofarmacos (GILG et al,,
1996). Muitas metodologias analiticas podem ser utilizadas para caracterizar uma
glicoproteina terapéutica, sendo necessario o emprego de diferentes métodos ou
métodos mais avangados, principalmente para sequenciamento peptidico e
caracterizagdo das modificagbes pds-traducionais, como a glicosilacédo (OHTA et
al., 2001). A escolha do método depende do nivel de informacao necessaria sobre
o biofarmaco, como por exemplo, a estrutura peptidica e dos oligossacarideos
podem ser determinadas experimentalmente por espectrometria de massas. A
determinacdo da massa molar e distribuicdo das isoformas podem ser
determinadas mediante técnicas eletroforéticas como a eletroforese

unidimensional, focalizagao isoelétrica e, ainda, eletroforese bimensional.
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Capitulo 3
3.0BJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral da presente dissertacdo consiste em caracterizar o Ingrediente
Farmacéutico Ativo (IFA) para Eritropoetina Humana Recombinante por técnicas

quimicas e fisico-quimicas.

Para atingir o objetivo geral, foram definidos os objetivos especificos que se

seguem.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v' Determinar a concentragdo de proteinas pela técnica de espectrofotometria
por absor¢ao no ultravioleta (UV) para trés lotes do Ingrediente Farmacéutico
Ativo (IFA) de EPO-hr;

v Caracterizar trés lotes do Ingrediente Farmacéutico Ativo (IFA) de EPO-hr por
SDS-PAGE e por eletroforese bidimensional,

v Avaliar o percentual de pureza de trés lotes do Ingrediente Farmacéutico Ativo
(IFA) de EPO-hr por HPLC-FR;

v Caracterizar e avaliar trés lotes de Ingrediente Farmacéutico Ativo (IFA) por
espectrometria de massas com fonte de ioniza¢ao electrospray e analisadores

quadrupolo-TOF.



60
Capituwlo-4: Materiaisy e Métodos

Capitulo 4
4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos apresentados foram realizados na Fundagdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), no Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) -
Laboratério de Biolégicos, Artigos e Insumos de saude/Setor de Imunobiolégicos,
Rio de Janeiro e na empresa Waters Technologies do Brasil LTDA, Laboratério de

Pesquisa e Desenvolvimento, situado em Barueri/ Sdo Paulo.
4.1 MATERIAIS
4.1.1 Amostras

Foram utilizados trés lotes do Ingrediente Farmacéutico Ativo de EPO-hr
(purificado do sobrenadante de um cultivo) fornecido por uma industria farmacéutica
produtora. Tais lotes foram codificados da seguinte forma: A, B e C.
4.1.2 Reagentes e padrbes

Como controle foi utilizado um lote material de referéncia de EPO-hr, produzido
em parceria entre Cuba e Brasil, contendo 243 ug * 3,6 de alfa-EPOhr e excipiente

composto por: 60mg de trealose, 9mg de arginina, 0,3mg de tween 20, 13,5mg de
NaCl e 10,6mg de Na;HPO4.1H,O com poténcia biolégica declarada de 24393 ULI.
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Para as técnicas eletroforéticas: eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) e eletroforese
bidimensional foram utilizados reagentes da Merck, exceto acrilamida (Sigma
Aldrich), bis-acrilamida (Sigma Aldrich) e o padrdo de massa molar (Silver Stain
SDS-PAGE Standards, Low Range, Bio Rad) composto pelas seguintes proteinas:
miosina (200 kDa), B-galactosidase (115 kDa), albumina bovina (96 kDa), anidrase
carbdnica (37 kDa), Inibidor triptico de soja (29 kDa), lisosima ( 20 kDa), ReadyPrep
2-D Cleanup (Bio-Rad); ReadyPrep 2-D Starter ( Bio-Rad); Strips faixa de pH 3 -10
(Bio-Rad).

Para analise por cromatografia em fase reversa foram utilizados os reagentes
acetonitrila grau HPLC (Merck), isopropanol (Merck), agua obtida pelo sistema Milli-
Q (Millipore) e acido trifluoracético - TFA (Merck).

Para anélise por espectrometria de massas foram utilizados os seguintes
reagentes: Bicarbonato de sédio (Merck), RapiGest SF® (Waters), ditiotreitol
(Merck), iodocetamida (Sigma Aldrich), tripsina (Promega), TFA (Merck), Acido

Formico (Merck) e acetonitrila (Merck).

4.1.3. Equipamentos
4.1.3.1 Sistema espectrofotométrico

Foi utilizado um espectrofotémetro, modelo UV 1601 (Shimadzu, Jap&o), com

cubeta de quartzo 1cm (Figura14).

Figura14: Espectrofotdbmetro, modelo UV 1601(Shimadzu, Japao)
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4.1.3.2 Sistema cromatografico

Foi utilizado um sistema cromatografico modelo Ultimate 3000®, (Dionex,
Alemanha) configurado com bomba de gradiente quaternario, degaseificador, forno
para coluna, injetor automatico, detector DAD (Detector de Arranjo de Diodos) e
software Chromeleon® verséo 6.8 b Coluna analitica C18 Ace (250 x 4,6mm) (Figura
15).

Figura15: Cromatografo liquido de alta peformance, modelo Ultimate® 3000, software
Chromeleon® versao 6.8 b (Dionex, Alemanha)

4.1.3.3 Sistema de eletroforese para SDS-PAGE

Foi utilizado um sistema de eletroforese Mini protean Ill e densitdmetro
modelo GS-800, (Bio-Rad, Estados Unidos). Fonte eletroforética modelo EPS 3501

XL, (Amersham Biosciences, Reino Unido) (Figura 16).

Figura 16: Fonte eletroforética, modelo EPS 3501 XL (Amersham Biosciences, Reino Unido).
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4.1.3.4 Sistema de eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

Foi utilizado um sistema Protean IEF Cell (Figura 17), strips de 7 cm de
comprimento, faixa de pH de 3,0 a 10,0, modelo 163-2000, (Bio-rad, Estados
Unidos) kit starter para eletroforese bidimensional (Bio-rad 163-2105), densitémetro,
GS-800 Bio-Rad, e software PD-Quest Bio-Rad.

Figura 17: Sistema Protean IEF Cell, modelo 163-2000 (Bio-rad, Estados Unidos).

4.1.3.5 Sistema de espectrometria de massas

Foi utilizado um espectrémetro de massas por eletrospray, modelo
Synapt ™ G2-S HDMS (Figura 18), com mobilidade idnica acoplado ao
cromatégrafo liquido de ultra eficiéncia (UPLC), modelo Acquity H-Class, (Waters,
Reino Unido) e software Biopharmalynx para processamento dos resultados
(Waters., Estados Unidos).

Figura 18: Espectrometro de massas por eletrospray, modelo Synapt ™ G2-S HDMS com mobilidade
idnica, (Waters, Reino Unido).



64
Capituwlo-4: Materiaisy e Métodos

4.2 METODOS

4.2.1 Dessalinizag&o das amostras

Com uma seringa, aplicou-se lentamente 20 mL de agua obtida pelo sistema
Milli-Q na coluna Hitrap Desalting (Sephadex G25), em posicao vertical, para
equilibrio, depois aplicou-se 1,5 mL do lote A e em seguida 2,0 mL de agua obtida
pelo sistema Milli-Q para eluicao da EPO-hr. Procedeu-se a leitura no
espectrofotdbmetro a 280 nm e 260 nm para obtencédo do valor da concentracao de
proteinas e relagdo proteina/DNA, que deve ser maior que 0,3 mg/mL e a relagao
maior que 1,5. Transferiu-se uma aliquota da amostra referente a uma massa de 50
Mg e secou-se por 2 horas em spead-vac a temperatura ambiente, sendo
acondicionada a - 20T por 1 més. Este procedimento foi repetido para os lotes B e
C.

4.2.2 Determinacdo da concentracdo de proteinas pela técnica de

espectrofotometria por absorgéo no ultravioleta (UV)

Com os referidos lotes de IFA em temperatura ambiente foram retiradas
aliquotas para uma cubeta de quartzo, procedendo a leitura da absorbancia no
espectrofotdbmetro Shimadzu utilizando como branco agua obtida pelo sistema Milli-
Q. Com base nas leituras de Densidade Otica (D.O.), foram calculadas, a
concentragdo de proteinas e a razédo entre proteina e DNA de acordo com as

equacgdes abaixo:

Concentragao de proteinas (mg/mL) = Absorvancia a 280nm x coeficiente de

extingdo molar a 280nm (1,345 ou 0,7435 cm?mg ™)

Razao entre 280 e 260nm = Absorvancia da amostra a 280nm / Absorvancia da

amostra a 260nm
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4.2.3 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para verificar a massa molar e a homogeneidade da amostra foi realizada a
analise de eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE, sigla em inglés) na
presenca de tensoativo aniénico, dodecil sulfato de sédio (SDS, sigla em inglés).
Para tanto foi montado cassete para preparacéo do gel utilizando-se espagador de
0,75mm e gel a 12% de acrilamida. A corrida eletroforética foi desenvolvida com
corrente constante de 30 mA e voltagem de 110V com volume de aplicagdo de 10uL
para o padrao de massa molar e amostra 1ug/uL previamente dessalinizada em
coluna Hitrap. Apés a finalizagcdo da corrida, o gel foi corado seguindo o protocolo
estabelecido por Silva (2001) para coloragcado com Coomassie e Blum, Bier e Gross

(1987) para coloragdo com prata e avaliado no densitdbmetro GS 800 (Bio-rad).

4.2.4 Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

Aplicou-se 125 uL das amostras na cuba do sistema Protean IEF Cell.
Colocou-se em seguida sobre cada linha do sistema strips de 7 cm de comprimento,
faixa de pH de 3,0 a 10,0 (Bio-rad 163-2000). A focalizacao isoelétrica ocorreu nas
seguintes condigées: 1% Parte: 250V por 20 min, com subida linear; 2% Parte: 4000V
por 2h, com subida linear; 3% Parte 4000V até atingir um total de 20000V/hora, com
subida rapida. Terminada a primeira dimensé&o, os strips foram preparados para a
segunda dimensao com o kit starter para eletroforese bidimensional (Bio-rad 163-
2105). A segunda dimenséao foi feita com o gel a concentragédo de 12%. Apés a

corrida eletroforérica, o gel foi corado pelo método da prata (BLUM et al., 1987).

O gel obtido foi entdo analisado utilizando um densitdbmetro, GS-800
calibrated Densitometer — Bio-Rad, e os dados foram obtidos com o auxilio do
software PD-Quest Bio-Rad. Os valores de massa molar e o ponto isoelétrico de

cada spot foram determinados utilizando fungbes especificas do programa.
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4.2.5 Pureza por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

4.2.5.1 Preparo de fase movel

Para o desenvolvimento desta metodologia foram preparadas duas solugdes de
acordo com Conceigado (2003): fase movel A (Acido Trifluoracético 0,1% v/v em agua
obtida pelo sistema Milli-Q/Mlllipore) e fase mével B (Acido Trifluoracético 1% v/v em

acetonitrila: 1-propanol (3:1)).

4.2.5.2 Condigbes da corrida cromatografica

A coluna analitica C18 Ace no cromatégrafo foi equilibrada com a fase mével A
seguindo as condig¢bes iniciais do método (Tabela 01), até estabilizagdo da linha de
base. O volume de injecdo para amostra foi correspondente a 30ug de EPO-hr e

controle foi de 100uL.

Tabela 01: Programa do Gradiente descrevendo as condicbes da corrida para o
ensaio de pureza para cromatografia liquida em fase reversa.

Tempo (minutos) Fluxo (mL/minutos) % Fase moével B
0-5 1 2
5-40 1 80
40 - 50 1 80
50 - 60 1
60 -70 1

4.2.6 Mapeamento peptidico por espectrometria de massas por ESI-QTOF

A 50uL das amostras (lotes: A, B e C) e controle previamente dessalinizados,

com concentracdo de 1ug/pL foram adicionados 10uL de bicarbonato de amdnio
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50mM pH 8,5, 25uL de solugdo RapiGest SF® 0,2% (um surfactante) e procedeu o
aquecimento a 80°C por 15 minutos. Apds 15 minutos, centrifugou-se e adicionou-se
2,5uL de ditiotreitol 100 mM e aqueceu-se novamente a 60°C por 30 minutos.
Finalizado o tempo de aquecimento, foram adicionados 2,5uL de iodocetamida 300
mM e as amostras e controle foram mantidas ao abrigo da luz a temperatura
ambiente por 30 minutos. Apos o tempo de 30 minutos foram adicionados 20uL de
solugao de tripsina 0,05ug/uL e realizou-se a hidrélise enzimatica a 37°C overnight.
Adicionou-se 10uL de TFA 5% e centrifugou-se a 14000 rpm a 6°C por 30 minutos.
Utilizou-se para o sistema UPLC (Ultra performance liquid chromatography) coluna
ACQUITY ™ HSST3 (Waters), 2.1 x 100 mm, fluxo 300 uL/min, temperatura coluna
60°C, solvente A: Acido Férmico 0,1% e solvente B: Acido Férmico 0,1% em
acetonitrila e gradiente de acordo com o especificado na tabela 02. E para HDMS
(Waters), Modo ion positivo, capilar: 2.8 kV, cone: 30V, Energia de colisao - baixa:
Trap: 4 volts, transferéncia: 0 volts, Energia de colisdo - elevada: Trap: 4 para 5

volts, rampa de transferéncia: 19 - 44 volts, scan time: 300 ms.

Os lotes de IFA (A, B e C) e o controle de EPO-hr foram submetidos a analise
por espectrofotometria de massas apds a reducéo e alquilagcdo com ditiotreitol e
iodocetamida, respectivamente, e hidrolise com tripsina. Para avaliar os peptideos
encontrados experimentalmente foi utilizado o programa Biopharmalynx® para obter

os peptideos tedricos de EPO-hr a partir da hidrolise com tripsina.

Tabela 02: Gradiente para mapeamento por espectrometria de massas por electrospray
acoplada ao UPLC.

Tempo (minutos) Fluxo (mL/minutos) % Fase movel A
0-6,06 0,3 95,0
6,06 — 10,06 0,3 60,0
10,06 — 14,06 0,3 15,0

14,06 — 16,06 0,3 95,0
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Capitulo 5
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizagoes fisico-quimica e quimica do IFA para EPO-hr

5.1.1 Determinagcao da concentracdo de proteinas pela técnica de

espectrofotometria por absorgao no ultravioleta (UV)

A determinacdo da concentracdo de proteinas por UV é um método
amplamente utilizado durante os procedimentos de purificacdo e separacdo de
proteinas por ser um ensaio simples e de facil execu¢ao. Todavia, deve-se conhecer

o coeficiente de extingdo molar da proteina, que para EPO-hr € igual a 1,345.

O desenvolvimento das metodologias de SDS-PAGE, 2D-PAGE,
cromatografia liquida em fase reversa e espectrometria de massas dependem dos
resultados obtidos de concentragéo proteica por absor¢ao no UV. Sendo assim, este

ensaio € de suma importancia para o controle de qualidade da EPO-hr.

De acordo com a tabela 3, pode-se concluir que ha uma grande variabilidade
nas leituras para os comprimentos de onda 280nm e 260nm dos trés lotes,
respectivamente, quando observadas isoladamente. Entretanto, a relacdo

280/260nm apresentou estabilidade entre os lotes. Os resultados de concentragéo
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foram 0,7133 mg/mL, 1,0476 mg/mL e 0,3789 mg/mL para os lotes A, B e C

respectivamente.

Tabela 3: Resultado das leituras das absorbancias dos lotes de IFA, da concentragéo e da relagéo
proteina/DNA respectivamente.

Lote IFA D.O. 280 D.O. 260 Concentragao Relacgao
nm nm mg/mL 280/260nm
A 0,5303 0,2914 0,7133 1,82
B 0,7789 0,4233 1,0476 1,84
C 0,2817 0,1615 0,3789 1,74

5.1.2 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A técnica de SDS-PAGE foi empregada para verificar a homogeneidade
protéica e estimar a massa molar das amostras. Os resultados obtidos para os trés
lotes de IFA evidenciam uma banda de forma difusa. Este formato difuso deve-se a
micro-heterogeneidade da porgéo oligossacaridica da EPO. De acordo com RUSH et
al. (1995), a micro-heterogeneidade da EPO esta ligada ao numero de repeti¢cdes
das unidades NAcGlc-Gal e a presenca de acido sialico no final de cada ramificagao

das cadeias de oligossacarideos.

Analisando o gel de SDS-PAGE para o lote A (Figura 19), bandas de alta
massa molar entre 45 e 66 kDa sdo evidenciadas. E possivel, também, estimar a
massa molar em 39,78 kDa £ 0,15 (39,13; 39,67 e 39,89 kDa respectivamente).
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Figura 19: SDS-PAGE para amostra de IFA lote: A. 12 raia: Padrdo de baixa massa molar; 3% a 52
raias: amostra em friplicata. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% desenvolvida em
sistema vertical Mini-Protean Ill, Bio-Rad, espacador de gel: 0,75cm. Corrida eletroforética realizada
com corrente constante de 25 mA e voltagem de 110 — 150V. Tempo: 40 minutos. Volume aplicagao
das amostras e padrao: 10puL.

Analisando a figura 20, correspondente ao lote B de IFA de EPO-hr, é
possivel estimar a massa molar em 40,09 kDa + 0,78 (39,24; 40,77; 40,25 kDa

respectivamente).

Fosfonlaseb 57K
BSA 85 Kda

OVA 45 Kda| ‘.
Anidrase Carbonica 31 Kdla |
ITS 21 Kdal
Lisozima 1#Kdn|

(1) (2) {3) (4)

Figura 20: SDS-PAGE para amostra de IFA lote: B. 12 raia: Padrao de baixa massa molar; 22 a 42
raias: amostra em triplicata. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% desenvolvida em
sistema vertical Mini-Protean Ill, Bio-Rad, espagador de gel: 0,75cm. Corrida eletroforética realizada
com corrente constante de 25mA e voltagem de 110 — 150V. Tempo: 40 minutos. Volume aplicagédo
das amostras e padrao: 10uL.
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A estimativa da massa molar para o lote C ficou em 39,32 kDa + 0,23 (39,32;
39,09; 39,55 respectivamente) conforme mostrado na figura 21.

Fosforilase b 97 Kda -
BSA 66 Kda %0 [
OVA 45 Kda

Amdrase Carbomca 31 Kda| s «

s 21 Kda

(1) @ @ 6

Figura 21: SDS-PAGE para amostra de IFA lote: C. 12 raia: Padrao de baixa massa molar; 3% a 52
raias: amostra em triplicata. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% desenvolvida em
sistema vertical Mini-Protean Ill, Bio-Rad, espacador de gel: 0,75cm. Corrida eletroforética realizada
com corrente constante de 25mA e voltagem de 110 — 150V. Tempo: 40 minutos. Volume aplicagao
das amostras e padréo: 10uL.

Todos os resultados para estimar a massa molar de EPO-hr para os trés lotes
sao coerentes com os dados disponiveis na literatura que pode variar de 34-40 kDa
devido a variedade da composicao glicidica. Sendo assim, as estimativas séo

satisfatorias.

5.1.3 Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

A eletroforese bidimensional € uma ferramenta fundamental na area da
protedmica, pois pode ser usada para visualizar um grande numero de proteinas
simultaneamente e suas diferentes isoformas (HAYNES et al., 2000; LOW et al.,
2002).

A presencga de isoformas é responsavel pela manutencdo do tempo de meia
vida da proteina e estabilidade da EPO-hr. A Farmacopeia Europeia estabelece para

EPO-hr o minimo de seis bandas maijoritarias e duas bandas minoritarias.
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No entanto, a eletroforese bidimensional apresenta ainda algumas limitagdes
como reprodutibilidade e resolu¢cdo de proteinas pouco abundantes, hidrofébicas e
de alta massa molar (SANTONI et al., 1999; RABILLOUD et al., 1997; SCHUCK, et
al., 2003; HEBERT, 1999).

No gel bidimensional correspondente ao lote A de IFA de EPO-hr é observada
a presenca de cinco regides (Figura 22). A regido 1 refere-se as seis isoformas de
EPO-hr predominantes na faixa acida com massa molar semelhante, em torno de 39
kDa e diferentes pontos isoelétricos, variando de 4,5 a 6,5. Na regido 2, pode-se
observar a presenga de uma banda com massa molar menor do que o da EPO-hr e
ponto isoelétrico na faixa de pH acido. Acredita-se que, nesta regido, esta banda
esteja relacionada com algum produto de degradacgao, que ocasionou a diminuigao
de massa molar da EPO-hr e a perda de unidades de acido sialico, fazendo com que
o ponto isoelétrico migrasse para a faixa de pH acido. Entretanto, esta informacao
deve ser avaliada com a realizagao de outras técnicas com maior precisdo. A regiao
3 apresentou bandas eletroforéticas com massa molar superior as da regiao 1,
também com uma grande distribuicdo de isoformas e intensidade menor dos spots.
Esta regiao pode ser associada a proteinas oriundas do cultivo celular, aceitavel em
percentual baixo (menor que 0,5%), ja que o gel de SDS-PAGE para este lote
(Figura 21) apresentou também bandas de alta massa molar. Na regido 4
apresentada pode-se observar a presencga de proteinas na mesma regiao de massa
molar das isoformas de EPO-hr, porém com focalizagdo na faixa de pH basico, o que
mais uma vez indica algum desvio no processo de purificagédo, principalmente na
etapa de separacéao das isoformas acidas das basicas ou ainda que houve perda de
mondmeros de acido sialico, fazendo com que as proteinas focalizassem na regiao
mais basica do gel. A regido 5 apresenta bandas eletroforéticas com menor massa

molar de menor intensidade, que focalizaram na faixa de pH basico.
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Figura 22: Eletroforese bidimensional para EPO lote: A. Volume aplicado: 125 yL de amostra e strip
de 7 cm. Primeira dimens&o: Mini-Protean Il Cell; Strip 3 — 10; Segunda dimens&o o Mini-Protean Il
com gel de SDS-PAGE a 12%. Corrida eletroforética realizada com corrente constante de 25mA e
voltagem de 110 — 150V. Tempo: 240 minutos

No gel bidimensional referente ao lote B, na figura 23, pode-se observar uma
Unica regido (1) proxima a massa molar de 39 kDa apresentando seis bandas
majoritarias e diferentes pontos isoelétricos, variando de 4,5 a 6.5. Pode-se inferir
que a producéo deste lote foi eficiente, ja que ndo foi evidenciada a presencga de

bandas eletroforéticas em outra regido do gel bidimensional.

Figura 23: Eletroforese bidimensional para EPO lote: B. Volume aplicado: 125 uL de amostra e strip
de 7 cm. Primeira dimenséo: Mini-Protean Il Cell; Strip 3 — 10; Segunda dimensé&o o Mini-Protean llI
com gel de SDS-PAGE a 12%. Corrida eletroforética realizada com corrente constante de 25mA e
voltagem de 110 — 150V. Tempo total: 240 minutos.
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No gel bidimensional correspondente ao lote C de IFA de EPO-hr, na figura
24, € observada a presencga de cinco regides. Igualmente ao lote A (Figura 25) ha
regides com uma enorme variabilidade de proteinas com alta e baixa massa molar.
A regiao 1 refere-se as seis isoformas de EPO-hr predominantes na faixa acida com
massa molar semelhante, em torno de 39 kDa, confirmado, também, pelo SDS-
PAGE e diferentes pontos isoelétricos, variando de 4,5 a 6,5. Na regidao 2 pode-se
observar a presenga de uma banda com massa molar menor do que o da EPO-hr e
ponto isoelétrico na faixa de pH acido com baixa intensidade. A regido 3 apresentou
bandas eletroforéticas com massa molar superior a regiao 1, também com uma
grande distribuicdo de isoformas e mesma intensidade dos spots. Diferente do
resultado obtido para o lote A referente ao ensaio de SDS-PAGE, o terceiro lote (C)
nao apresentou bandas de alta massa molar e sim uma unica banda difusa
correspondente a 39 kDa. A auséncia de bandas eletroforéticas detectaveis na
regidao de alta massa molar pode ser explicada pelo método de coloragao utilizado
(Coomassie), que € um método de baixa sensibilidade. Entretanto, este método de
coloracéo é preconizado pela Farmacopeia Europeia 72 edicdo para o ensaio de
SDS-PAGE. Talvez utilizando outro método de coloragdo como, por exemplo, nitrato
de prata, as bandas eletroforéticas de alta massa molar pudessem ser detectadas, ja
que é um método mais sensivel quando comparado ao Coomassie. Na regiao 4
apresentada pode-se observar a presencga de proteinas na mesma regiao de massa
molar das isoformas de EPO-hr e em maior numero, quando comparada a mesma
regido no gel do lote A, com focalizagéo na faixa de pH basico, indicando mais uma
vez que a producdo para este lote nao foi eficiente. A regido 5 apresenta bandas
eletroforéticas com menor massa molar de menor intensidade, com focalizagéo na

faixa de pH basico.
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Figura 24: Eletroforese bidimensional para EPO Iote: C. Volume aplicado: 125 yL de amostra e strip
de 7 cm. Primeira dimensao: Mini-Protean Il Cell; Strip 3 — 10; Segunda dimens&o o Mini-Protean Il
com gel de SDS-PAGE a 12%. Corrida eletroforética realizada com corrente constante de 25mA e
voltagem de 110 — 150V. Tempo total: 240 minutos.

5.1.4 Pureza por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-
FR)

A CLAE-FR.é uma ferramenta amplamente utilizada na area analitica na
separacao de proteinas para determinacao do percentual de pureza como também

no mapeamento peptidico a partir de clivagens enzimaticas.

Como algumas bandas eletroforéticas foram detectadas nos ensaios de SDS-
PAGE e 2D-PAGE nao compativeis com a EPO-hr, foram utilizados, neste trabalho,
dois modificadores organicos (acetonitrila (ACN) e 1-propanol) com intuito de
favorecer a separacao de proteinas hidrofébicas e a resolugdo entre proteinas, uma
vez que a adigdo de modificadores organicos tem a finalidade de atuar de maneira
diferenciada sobre cada proteina, fazendo com que cada proteina varie seu tempo

de retencéao (K’).

Segundo Conceigédo (2003), esta metodologia pode ser empregada para o
controle de qualidade do produto final da EPO-hr contendo soro albumina humana
como excipiente na formulagéo, ja que este o efeito hidrofébico na EPO-hr é mais

acentuado quando comparado a albumina.
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Dessa forma, com o objetivo de calcular o percentual de pureza observando o
perfil cromatografico do lote A, apresentado na figura 25, pode-se verificar que o
tempo retencao foi de 32,565, 32,983 e 33,027 minutos (Tabela 4) respectivamente
para as inje¢cdes em ftriplicata (em preto). O tempo de retencdo das amostras foi
comparado ao tempo de retengao do controle (em roxo) que foi de 32,439 minutos
(valor encontrado para a média em ftriplicata). O ensaio com branco, fase mével A
(em azul) foi demonstrado para verificar relagcdo entre o que seria sinal
cromatografico e ruido da linha de base. Assim, com base nesta relagao sinal/ ruido
pode-se calcular que o percentual de pureza foi superior a 97% para os trés lotes,

conforme mostra na tabela 5.
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Figura 25: Perfil cromatografico em fase reversa. Em roxo: Controle, em azul: Fase moével A
(branco), em preto: lote A de IFA de EPO-hr em ftriplicata, linha tracejada: gradiente. Condigoes:
Volume de Injegdo: 100uL, Fase moével A: 0,1% TFA; Fase movel B: 0,1% TFA em ACN: 1-propanol
(3:1); Coluna: C18 Ace; Fluxo: 1,0 mL/min; Comprimento de onda: 214nm.
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De acordo com a figura 26 é possivel observar o perfil cromatografico para o
lote B (em preto), branco (em azul) e controle (em roxo), o qual mostrou-se similar
ao lote A com resolugédo satisfatoria. O tempo de retencdo encontrado para as
injecbes em triplicata foram 32,815, 37,792 e 32,710 minutos, respectivamente,

conforme mostrado, também, na tabela 4.
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Figura 26: Perfil cromatografico em fase reversa. Em roxo: Controle, em rosa: Fase movel A
(branco), em preto: lote B de IFA de EPO-hr em ftriplicata, linha tracejada: gradiente. Condigodes:
Volume de Injecdo: 100uL, Fase mével A: 0,1% TFA,; Fase mével B: 0,1% TFA em ACN: 1-propanol
(3:1); Coluna: C18 Ace; Fluxo: 1,0 mL/min; Comprimento de onda: 214nm.

O tempo de retencéo para o lote C (Figura 27) foi de 32,998, 32,560 e 32,778
minutos para as injecbes cromatograficas em triplicata (em preto). O perfil
cromatografico foi semelhante aos lotes A e B, com boa resolu¢do para o pico de
EPO-hr.

E possivel observar, também, que, diferentemente das amostras, o perfil
cromatografico para o controle apresentou picos mais acentuados entre 10 e 30
minutos. Entretanto, o uso do controle neste ensaio tem por objetivo comparar o

tempo de retencéo entre amostras e controle exclusivamente.
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Figura 27: Perfil cromatografico em fase reversa. Em roxo: Controle, em rosa: Fase moével A
(branco), em preto: lote C de IFA de EPO-hr em ftriplicata, linha tracejada: gradiente. Condigdes:
Volume de Injecdo: 100uL, Fase movel A: 0,1% TFA; Fase mével B: 0,1% TFA em ACN: 1-propanol
(3:1); Coluna: C18 Ace; Fluxo: 1,0 mL/min; Comprimento de onda: 214nm.

De acordo com a tabela 4, pode-se observar que o desvio padrao relativo
para os tempos de retengcdo da amostra (lotes A, B e C) e controle foram
satisfatorios, ja que apresentaram percentual DPR menor que 5%, valor este de
acordo com a International Conference on Harmonisation - ICH (2005).
Adicionalmente, ndo foi observado nenhum valor aberrante segundo o teste de
Grubbs, onde o valor tabelado para triplicata ndo deve ser maior que 1,155 (ICH,
2005).

O lote B apresentou maior percentual de pureza (média = 98,56%). Os lotes A
e C apresentaram percentuais de pureza semelhante (média= 97,11% e 97,96%
respectivamente). Estes percentuais de pureza podem ser correlacionados com os
resultados adquiridos para os ensaios de SDS-PAGE e 2D-PAGE, ja que os lotes A
e C apresentaram diversas bandas eletroforéticas ndo compativeis a da EPO-hr
diferente do verificado para o lote B. Tanto para o lote A e C, picos cromatograficos
foram detectados nos tempos de retencdo 5, 10 e 34 minutos aproximadamente,
além do pico correspondente a EPO-hr. Para o lote B foi detectado somente o pico

relativo ao tempo de retengédo de 5 minutos além do pico correspondente a EPO-hr.
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Tabela 4: Resultados estatisticos relacionados ao tempo de retengéo para os lotes A, B, C e controle

encontrados para o ensaio de CLAE-FR.

Lote A Lote Lote C Controle
B
Tempo de Retengdo 1 (Tr) min. 32,565 32,815 32,998 32,402
Tempo de Retengao 2 (Tr) min. 32,983 32,792 32,560 32,417
Tempo de Retencgéo 3 (Tr) min. 33,027 32,710 32,775 32,498
Média (minutos) 32,858 32,772 32,778 32,439
Desvio padrao 0,255 0,055 0,219 0,052
Desvio Padrao Relativo DPR (%) 0,776 0,168 0,668 0,159
Grubbs 1 1,150 0,773 1,006 0,716
Grubbs 2 0,489 0,356 0,994 0,426
Grubbs 3 0,661 1,129 0,012 1,142

Tabela 5: Resultados estatisticos de percentual de pureza para os lotes A, B, C encontrados para o

ensaio de CLAE-FR.

Lote A Lote B Lote C
Pureza 1 (%) 97,21 98,27 97,21
Pureza 2 (%) 97,03 99,26 97,84
Pureza 3 (%) 97,09 98,15 98,82
Média (%) 97,11 98,56 97,96
Desvio padrao 0,09 0,61 0,81
Desvio Padrao Relativo (%) 0,09 0,62 0,83
Grubbs 1 1,091 0,476 0,920
Grubbs 2 0,873 1,149 0,144
Grubbs 3 0,218 0,673 1,064

5.1.5 Espectrometria de massas por electrospray para EPO-hr

Segundo Simone (2008), o sequenciamento proteico mediante a quimica

degradativa de Edman (preconizado pela F.E.) € o método mais amplamente

utilizado para este fim. Entretanto, muitas proteinas como a EPO-hr sofrem

modificacdes quimicas ap6s o processo de tradugéo e estas modificagbes nao

podem ser determinadas pela quimica de Edman, pois, na maioria das vezes, esta
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técnica pode bloquear o grupamento N-terminal ou, ainda, os aminoacidos
modificados podem retornar ao seu estado original. Sendo assim, a espectrometria
de massas (EM) é o método mais adequado para este tipo de analise, sendo
possivel avaliar e determinar, também, a sequéncia de aminoacidos e as

modificacdes pos-traducionais.

Para iniciar a analise de sequenciamento, foram obtidos os peptideos virtuais
pelo programa Biopharmalynx® a partir da hidrélise tedrica da EPO-hr com a enzima
tripsina. Os peptideos tedricos estdo descritos na tabela 6 da seguinte forma:
Fragmento (codificagcdo estabelecida pelo programa); Modificacdao (tipos de
modifica¢des pds-traducionais que podem estar envolvidas); Inicio e fim do peptideo;
Massa molar em Dalton; Sequéncia de aminoacidos. As cisteinas ligadas por pontes
de dissulfeto, as asparaginas com sitio de N-glicosilagéo e a serina com sitio de O-

glicosilac&o estdo destacadas em vermelho, azul e verde respectivamente.
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Tabela 6: Peptideos obtidos pelo programa Biopharmalynx® a partir da hidrolise de EPO-hr com a
enzima tripsina. Fragmento (codificagdo estabelecida pelo programa); Modificacdo (tipos de
modificacdes pos-traducionais que podem estar envolvidas); Inicio e fim do peptideo; Massa
Molecular em Dalton e Sequéncia de aminoacidos. As cisteinas envolvidas nas pontes de dissulfeto,
as asparaginas com sitio de N-glicosilacdo e a serina com sitio de O-glicosilagdo estdo destacadas
em vermelho, azul e verde respectivamente.

Modificagao Massa

Fragmento esperada Inicio Fim (Da) Sequéncia
1:T1 1 4 439,2543 APPR
1:T2* Carbamidometilagéo 5 10  762,3695 LICDSR
c\
1:T3 8 11 14 515,3067 VLER
1.T4 15 20 735,4167 YLLEAK
1:T5* Carbamidometilagao 21 45 2802,2437 EAENITTGCAEHCSLNENITVPDTK
C(2
N-glicosilgg)éo (1,2)
1.T6 46 52 926,465 VNFYAWK
1:T7 53 53 1741117 R
1:78 54 76  2525,3311 MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR
1:.T9* N-glicosilagéo (3) 77 97 2358,2332 GQALLVNSSQPWEPLQLHVDK
1:T10 98 103 601,3547 AVSGLR
1:T11 104 110 802,4912 SLTTLLR
1:T12 111 116 586,3438 ALGAQK
1:.T13* O-glicosilagéo 117 131 1464,7572 EAISPPDAASAAPLR
1:T14 132 139 923,4712 TITADTFR
1:T15 140 140 146,1055 K
1:T16 141 143  434,2641 LFR
1:T17 144 150 897,4708 VYSNFLR
1:T18 151 152 203,127 GK
1:T19 153 154 259,1896 LK
1:T20* Carbamidometilagéo 155 162 968,4386 LYTGEACR
1
1:T21 et 163 166 447,2078 TGDR

5.1.5.1 Espectro m/z total para o controle e amostras (lotes A, B e C)

a) Espectro m/z para o controle

O espectro m/z para o controle foi obtido em modo positivo (Figura 28) e os
fragmentos identificados encontram-se na tabela 7.

De acordo com a Figura 31 é possivel observar uma distribuigdo no inicio do
espectro caracteristica de contaminagdo por polietiieno glicol (PEG) devido a

diferenca de relacdo massal/carga correspondente a 44 (Can+2Han+60n+2) entre os
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sinais. Esta mesma distribuicdo é evidenciada nas amostras (lotes A, B e C), mesmo
apos a utilizacdo de dispositivos de filtragdo centrifuga (Amicon®) utilizados com
intuito de eliminar possiveis interferentes. Esta contaminacao pode ser atribuida ao
armazenamento do controle e das amostras em tubos de plastico. Entretanto, outros
sinais com relagdo massal/carga entre 2000 e 11000 foram encontrados e

correlacionados com a EPO-hr.

100
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Figura 28: Espectro m/z referente ao controle de EPO-hr. Equipamento: Espectrdmetro de massas
Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

A tabela 7 descreve os fragmentos correlacionados a EPO-hr a partir dos
sinais extraidos do espectro m/z referente ao controle. Cada sinal foi avaliado
separadamente mediante a interpretacdo dos espectros de fragmentacdo para
confirmacgéo dos peptideos (item 5.1.5.2). A confirmacdo do peptideo depende das
séries (y ou a) que foram evidenciadas. Quanto maior for a lista b/y maior sera o
indicativo de presencga do fragmento. Pode-se observar também que as massas em
Da foram calculdas para cada fragmentos a partir da relagdo m/z e seu estado de
carga. A exatiddo da massa (Erro) foi calculada mediante a expressao abaixo.

Quanto mais distribuido estiver o sinal, maior sera o erro.

Erro (ppm)= (massa medida — massa teorica) * 10°

massa tedrica
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De acordo com o espectro m/z obtido para o controle (Figura 28) e a tabela 7,
os fragmentos 1:T1, 1:T7, 1:T15, 1:T18, 1:T19 e 1:T21 correspondentes aos
peptideos ou aminoacido APPR, R, K, GK, LK e TGDR, respectivamente, ndo foram
identificados no controle. A justificativa para nao identificacdo do fragmento 1:T1
deve-se a presenca de duas prolinas neste peptideo. A prolina por causa da sua
estrutura ciclica néo fragmenta facilmente, necessitando aplicagédo de maior energia
de colisdo. A nao identificacdo dos fragmentos 1:T7, 1:T15, 1:T18, 1:T19 e 1:T21
deve-se ao tamanho do peptideo ser relativamente pequeno, sendo dificil sua
identificacéo. Para avaliagéo destes fragmentos € necessario o uso de enzimas que
possuam outros sitios de clivagem diferente da tripsina. Os fragmentos 1:T3, 1:T5 e
1:T9 ndo puderam ser confirmados, j& que somente o ion precursor foi

correlacionado aos sinais encontrados no espectro total de massas.

Observando detalhadamente a tabela 7, & possivel identificar que as
modificagdes pos-traducionais (carbamidometilacdo, oxidacdo de metionina, O-
glicosilagédo) foram confirmadas mediante a interpretagdo dos espectros de
fragmentagdo MSF (item 5.1.5.2) com percentual bly entre 16.7% e 94.0%. Este
percentual esta relacionado a presenca da série b e y. Apesar da presenca do
peptideo intacto protonado (y25) correspondente a massa total da N-glicosilagéo nas
asparaginas 23, 38 (5730,24326 Da), ndo € possivel inferir qualquer informacao a
mais sobre esta modificacdo, ja que nao foi identificado o restante da série y. O
mesmo acontece para a N-glicosilagdo na asparagina 83, onde somente foi
identificado o y21 correspondente a 4533.0737 Da. A presenca da N-glicosilagdo é
apenas um indicativo, pois peptideos com massa maior que 2500 Da, raramente
sofrem fragmentacdo, pois a energia vibracional induzida por colisédo € distribuida
através de um maior numero de ligagdes. Para confirmagdo do fragmento 1:T3
devera ser repetido este experimento, jA que somente o ion precursor foi
identificado. Os tempos de retengao (Tr) dos fragmentos variaram entre 0.7 e 5.8
minutos. A relacdo massa/carga (m/z) foi extraida do espectro e foram
correlacionadas com os estados de carga para obtengcdo das massas experimentais

em Dalton de cada fragmento.
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b) Espectro m/z para a amostra (lote A)

O espectro m/z referente ao lote A é demonstrado na figura 29, podendo ser
observada a mesma distribuicao referente a contaminacao com PEG na regido de

baixa relagdo massa/carga.

21220156 |

%% Cmax = B1T2SS.0 Counts)
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L 1000 2000 00 4000 000 EUDHE‘IJ\_ 7000 8000 6000 10000 1000

11087

Figura 29: Espectro total de massas referente ao lote A de EPO-hr. Equipamento: EspectrOmetro de
massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

Cada sinal identificado no espectro (Figura 29) referente a amostra de EPO-
hr, lote A, foi destacado na tabela 8 para melhor interpretacdo dos resultados. De
acordo com o espectro m/z obtido para a amostra correspondente ao lote A e a
tabela 8, os fragmentos 1:T1, 1:T7, 1T:10, 1:T15, 1:T18, 1:T19 e 1:T21
correspondente aos peptideos ou aminoacido APPR, R, AVSGLR, K, GK, LK e
TGDR respectivamente nao foram observados na amostra. Conforme explicado para
o controle a justificativa para ndo identificacdo do fragmento 1:T1 deve-se a estrutura
ciclica da prolina presente neste peptideo. A n&o identificagédo dos fragmentos 1:T7,
1:T15, 1:T18, 1:T19 e 1:T21 deve ser decorrente do tamanho do peptideo ser
relativamente pequeno, sendo dificil sua identificagdo. Torna-se necessario o uso de
enzimas que possuam outros sitios de clivagem diferente da tripsina. Os fragmentos
1:T3, 1:T4, 1:T5 e 1:T9 n&o puderam ser confirmados, ja que somente o ion

precursor foi correlacionado aos sinais encontrados no espectro total de massas.
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c) Espectro m/z para a amostra (lote B)

O espectro de massas total referente ao lote B é demonstrado na figura 30 e os

fragmentos relacionados a EPO-hr foram identificados na tabela 9.
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Figura 30: Espectro total de massas referente ao lote B de EPO-hr. Equipamento: Espectrometro de
massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

Similar ao lote A e controle, também pode ser observada a distribuicdo no

espectro referente a PEG. Os fragmentos 1:T1, 1:T7, 1T:10, 1:T15, 1:T18, 1:T19 e
1:T21 correspondentes aos peptideos ou aminoacidos APPR, R, AVSGLR, K, GK,

LK e TGDR, respectivamente, ndo foram identificados na amostra (lote B). Os

fragmentos 1:T6 e 1:T13 foram confirmados com percentuais b/y maiores que os

encontrados no lote A conforme tabela 9. Os fragmentos 1:T3, 1:T4, 1:T5 e 1:T9 n&o

puderam ser confirmados, ja que somente o ion precursor foi correlacionado aos

sinais encontrados no espectro total de massas conforme visto no lote A.
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c) Espectro m/z para a amostra (lote C)

O espectro de massas total referente ao lote C é demonstrado na figura 31 e

os fragmentos relacionados a EPO-hr foram identificados na tabela 10.
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Figura 31: Espectro total de massas referente ao lote C de EPO-hr. Equipamento: Espectrometro de
massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

Similar ao lote A, B e controle, também pode ser observada a distribuicao no
espectro referente a PEG. Os fragmentos 1:T1, 1:T7, 1:T15, 1:T18, 1:T19, 1:T20 e
1:T21 correspondentes aos peptideos ou aminoacidos APPR, R, K, GK, LK,
LYTGEACR e TGDR, respectivamente, nao foram observados na amostra (lote C).
Diferentemente dos lotes A e B, o fragmento 1:T10 correspondente ao peptideo
AVSGLR foi identificado com 70% de probabilidade. O fragmento 1:T6 foi confirmado
com percentual igual a 91,7 de b/y maior que o encontrado no lote B. Ndo ha indicio
do fragmento 1:T5, pois ndo foi encontrado nem o ion precursor no espectro de

fragmentacgao relativo a esta amostra, somente o sinal m/z compativel co o teérico.
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5.1.5.2 Sequenciamento peptidico mediante interpretacdo dos espectros de
fragmentagio MSF

Com o objetivo de gerar dados sobre a sequéncia primaria, foram analisados
os espectros de fragmentacao MSE (todos os ions sdo selecionados e enviados para
a camara de colisdo e analisados). Este espectro de massas gera fragmentos que
sdo identificados em a, b e ¢ quando a carga positiva € mantida pelo fragmento do
lado N-terminal e sdo bastante instaveis e x, y e z quando a carga positiva € mantida
pelo fragmento do lado do C-terminal. A diferenga de massa entre ions consecutivos
dentro de uma série permite identificar e determinar os aminoacidos consecutivos e
desta forma deduzir a sequencia peptidica com exceg¢do dos isdmeros leucina e
isoleucina e dos isébaros glutamina e lisina. E normal encontrar em um espectro de

massas MSF séries incompletas de ions devido & complexidade da amostra.

Com base na diferenca de massa/carga entre os ions da série y é possivel
determinar os peptideos das amostras e controle de acordo com as massas

monoisotdpicas dos aminoacidos, descritas na tabela 11.

A confirmacédo da presengca de alguns aminoacidos pode ser esclarecida
mediante a perda neutra de aménia (NH3) quando os ions fragmento (y e b)
apresentarem os residuos de aminoacidos R, K, Q e N (arginina, lisina, glutamina e
asparagina respectivamente) e perda de agua (H,O) quando os ions fragmento (y e
b) apresentarem os residuos de aminoacidos S, T e E (serina, treonina e glutamato
respectivamente). No caso do glutamato, tal fato sera mais notério caso esse

aminoacido esteja na posi¢cao do N-terminal do fragmento.
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Tabela 11: Massas monoisotopicas de aminoacidos e seus respectivos codigos em 1 letra.

Aminoacido Caddigo (1 letra) Massa monoisotoépica
Glicina G 57,02147
Alanina A 71,03712
Serina S 87,03203
Prolina P 97,05277

Valina V 99,06842
Treonina T 101,04768
Cisteina C 103,00919

Isoleucina I 113,08407
Leucina L 113,08407
Asparagina N 114,04293
Aspartato D 115,02695
Glutamina Q 128,05858
Lisina K 128,09497
Glutamato E 129,04260
Metionina M 131,04049
Histidina H 137,058891
Fenilalanina F 147,06842
Arginina R 156,10112
Tirosina Y 163,06333
Triptofano W 186,07932

5.1.5.2.1 Sequenciamento peptidico para o lote A

Foram preditos os fragmentos 1:T2, 1:T6, 1:T8, 1:T11, 1:T12, 1:T13, 1:T14,
1:T16, 1:T17 e 1:T20 baseados nos espectros de fragmentos MSF.

De acordo com a figura 32, € possivel observar os espectros de fragmentacgao
MSE (controle e lote A de IFA de EPO-hr) do fragmento 1:T2 referente ao peptideo
LICDSR. A série em vermelho representa os fragmentos y (evidentes: y5, y4 e y2

para o controle e y5, y4 para a amostra), o fragmento y6, destacado em verde,
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corresponde ao ion precursor. O fragmento y2 foi identificado somente no controle

conforme mostrado na tabela 12.

Controle

1183 9

Intensity (counts)

252 1484

Lote &

1263 9

Imtensity (counts)

T
00

800 8386083

T
800

R
800 8328083

Figura 32: Espectro de massas MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-hr,
fragmento 1:T2, peptideo: LICDSR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI-

QTOF

Tabela 12: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr e controle de EPO-hr,
correspondente ao fragmento 1:T2, peptideo LICDSR identificado e a relagdo massal/carga

experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote A Controle

y6 LICDSR 763,3786 763,3778

y5 ICDSR 650,2918 650,2908

y4 CDSR 537,2090 537,2111

y3 DSR - -

y2 SR - 262,1494

y1 R - -

Devido a reducdo e alquilagdo com o uso de ditiotreitol e iodocetamida

respectivamente a modificacdo carbamidometilagcédo (massa correspondente a 57,13
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Da) é identificada na cisteina (C) ap6s o calculo da diferenga entre a relacdo m/z
537,2090 e o peptideo (CDRS =480,0692).

Na figura 33, é possivel observar os espectros de fragmentagdo MSE (controle
e lote A de IFA de EPO-hr) do fragmento 1:T3 referente ao peptideo VLER. No
controle é possivel observar, somente, o ion precursor (em vermelho)
correspondente a massa de 516,3156 Da. Na amostra (lote A) € possivel identificar
também o ion precursor (em vermelho) com massa correspondente a 516,3177 Da e
em verde seria o ion precursor com perda de NHj3; (-17Da) com massa

correspondente a 499,2870 Da.
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Figura 33: Espectro de fragmentagéo MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de
EPO-hr, fragmento 1:T3, peptideo: VLER. Espectrdbmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF

A presenca do y4 (499,2870), em verde, no espectro de fragmentagédo 1:T3,
na amostra, com perda neutra de NH3 (-17) é devido a presenca do residuo de
aminoacido de arginina no fragmento. Caso esta série (em verde) fosse identificada
isoladamente sugere-se que o espectro obtido é um falso positivo. Como, na
amostra, também foi identificado o y4 (516,3177) sem perda de NH3; ha indicio da
presenca do peptideo VLER, o que seria confirmado pela presenca do restante da
série (y3, y2, y1). O mesmo pode ser relacionado ao controle, onde foi detectado
somente o ion protonado (y4=516,3156). A identificacdo somente do ion precursor

y4 no controle e amostra pode ser justificada pela baixa energia de colisdo utilizada,



95
Capitulo-5: Resultados e Discussio-

devendo ser realizado experimentos com alta energia para verificar se outros

fragmentos da série s&o identificados.

O fragmento 1:T4, peptideo YLLEAK, demonstrado na figura 34, foi
confirmado no controle devido a presenca de todas as séries y. Esta confirmacgao
também € mais evidente devido a presenca do ion iménio de lisina (147,1102). Os
ions imbénios de aminoacidos podem ser classificados como fragmentos resultantes
de clivagens multiplas da cadeia peptidica, aparecendo na faixa de massas baixas
no espectro. Apesar dos ions imonios serem raramente observados para todos os
aminoacidos, quando ocorrem fornecem informagdes a respeito da composicao de
aminoacidos sem a necessidade de efetuar calculos entre as séries encontradas
conforme mostra a tabela 13. E possivel, também, observar no controle a presenca
da série instavel b (b4, b3 e b2). Na amostra, também foi identificado o y6
(736,4319) sem perda de NH3; em verde, no espectro de fragmentacado 1:T3, na
amostra, com perda neutra de NHj3 (-17) devido a presenga do residuo de
aminoacido de lisina no fragmento. Entretanto, a série completa n&o foi observado

na amostra, nédo podendo inferir a presenga do peptideo em questéo.
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Figura 34: Espectro de fragmentagéo MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de
EPO-hr, fragmento 1:T4, peptideo: YLLEAK. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS —
tipo: ESI- QTOF
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Tabela 13: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr e controle de EPO-hr,
correspondente ao fragmento 1:T4, peptideo YLLEAK identificado e a relagdo massa/carga
experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote A Controle
y6 YLLEAK 736,4319 736,4323
y5 LLEAK - 573,3629
y4 LEAK - 460,2746
y3 EAK - 347,1885
y2 AK - 218,1469
y1 K - 147,1102

Ha indicio da presenca do peptideo EAENITTGCAEHCSLNENITVPDTK
(1:T5), j& que somente o ion precursor (y25) foi encontrado no espectro de
fragmentacao conforme mostrado na tabela 8. Entretanto, esta informacao deve ser
confirmada com experimentos utilizando outras enzimas que n&o a tripsina. Vale
ressaltar que a massa encontrada no espectro correspondente a 5730,4434 Da

equivale ao peptideo mais a modificagdo pos-traducional envolvida.

De acordo com espectro de fragmentos obtido para 1:T6 correspondente ao
peptideo VNFYAWK (Figura 35), é possivel verificar a presenca da série completa
(y6, y5, y4, y3, y2,y1) para amostra (lote A) e controle. Com base na relagédo m/z de
cada série demonstrada na tabela 14 € possivel correlacionar a diferenca de cada

série a um aminoacido da tabela 11 e assim predizer o peptideo VNFYAWK.
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Figura 35: Espectro de fragmentagéo MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de
EPO-hr, fragmento 1:T6, peptideo: VNFYAWK. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS —

tipo: ESI- QTOF

Tabela 14: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr e controle de EPO-hr,
correspondente ao fragmento 1:T6, peptideo VNFYAWK identificado e a relacdo massa/carga

experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote A Controle
y7 VNFYAWK 927,4824 927,4804
y6 NFYAWK 828,4112 828,4071
y5 FYAWK 714,3609 714,3588
y4 YAWK 567,2938 567,2917
y3 AWK 404,2289 404,2287
y2 WK 333,1925 333,1906
y1 K 147,113 147,1108

Na figura 36 & possivel observar os espectros de fragmentos MSF (controle e

lote A de

IFA de EPO-hr)

do fragmento

1:T8

referente ao peptideo

MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR. A série em vermelho representa os fragmentos

y e em azul os fragmentos b (b10, b9, b8 e b7), onde tanto a intensidade e
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disposi¢cao dos fragmentos sao similares para o controle e amostra. A série completa
nao esta disponivel na figura 36 devido a necessidade do aumento da escala para
visualizacdo dos ions de menor intensidade. Entretanto, a relagdo m/z de toda a
série esta disponivel para efeito de calculo na tabela 15 e, consequentemente, pode-

se confirmar o peptideo.
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Figura 36: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T8, peptideo: MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR. Espectrometro de massas Waters
Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF
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Tabela 15: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento

1:T8, peptideo MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR identificado e a relagdo massa/carga
experimental.
Série Peptideo M+H M+H
lote A controle
y23 MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR - 2526,3661
y22 EVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR - -
y21 VGQQAVEVWQGLALLSEAVLR 2266,2559 2266,2593
y20 GQQAVEVWQGLALLSEAVLR 2167,1875 2167,1909
y19 QQAVEVWQGLALLSEAVLR 2110,1660 2110,1694
y18 QAVEVWQGLALLSEAVLR 1982,1074 1982,1108
y17 AVEVWQGLALLSEAVLR 1854,0488 1854,0523
y16 VEVWQGLALLSEAVLR 1783,0117 1783,0151
y15 EVWQGLALLSEAVLR 1683,9334 1683,9467
y14 VWQGLALLSEAVLR 1554,9008 1554,9041
y13 WQGLALLSEAVLR 1455,8324 1455,8357
y12 QGLALLSEAVLR 1269,7531 1269,7563
y11 GLALLSEAVLR 1141,6956 1141,6978
y10 LALLSEAVLR 1084,6730 1084,6763
y9 ALLSEAVLR 971,5869 971,5907
y8 LLSEAVLR 900,5528 900,5547
y7 LSEAVLR 787,4690 787,4686
y6 SEAVLR 674,3821 674,3846
y5 EAVLR 587,3517 587,3524
v4 AVLR 458,3091 458,3099
y3 VLR 387,2720 387,2787
y2 LR 288,2033 288,2011
y1 R - 175,1168

O peptideo GQALLVNSSQPWEPLQLHVDK, fragmento 1:T9, e o peptideo

AVSGLR, fragmento 1:T4, ndo puderam ser confirmados da mesma forma que os

fragmentos 1:T3 e 1:T5, pois somente o ion precursor foi identificado e nao a série

completa, conforme mostrado na tabela 8.
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De acordo com a figura 37, referente ao espectro de fragmentos para o
peptideo SLTTLLR (1:T11), é possivel evidenciar a mesma série para o controle e
amostra (lote A) com o ion imdnio da arginina (175,1168 Da) presente na faixa mais
baixa de ambos espectros. A série y7 com perda de agua (-18) foi observada no
espectro devido a presenca dos residuos de aminoacidos correspondente a serina e
treonina no peptideo.
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Figura 37: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T11, peptideo: SLTTLLR. Espectrdbmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF

As relagbes massa/carga de ambos espectros estédo destacados na tabela 16,
sendo possivel confirmar a sequencia mediante a diferenca das séries e

comparadas as massas monoisotdpicas da tabela 11.
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Tabela 16: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T11,
peptideo SLTTLLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote A controle
y7 SLTTLLR 803,5092 803,5069
y6 LTTLLR - -
y5 TTLLR 603,3857 603,3855
y4 TLLR 502,3349 502,3344
y3 LLR 401,2861 401,2844
y2 LR 288,2014 288,2008
y1 R 175,1168 175,1156

A série y detectada para o peptideo ALGAQK (1:T12) esta demonstrada na

figura 38, onde é possivel confirmar a presenca da série completa (y1,y2, y3, y4, y5,

y6) tanto para a amostra (lote A) quanto para o controle. E possivel também verificar

a presenca do ion iménio de lisina correspondente a massa de 147,1105, néo

mostrada na figura 38 devido a alta intensidade do ion precursor. Foram observadas

as séries y4 e y6 com perda de NHj (-17), em verde, devido a presenca lisina e

glutamina no fragmento.
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Figura 38: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T12, peptideo: ALGAQK. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF.
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Na tabela 17 sdo destacadas as massas encontradas referente a cada série

para amostra e controle, fragmento 1T:12.

Tabela 17: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T12,
peptideo ALGAQK identificado e a relacdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote A controle
y6 ALGAQK 587,3593 587,3517
y5 LGAQK 516,3147 516,3146
y4 GAQK 403,2282 403,2305
y3 AQK 346,2065 346,2090
y2 QK 275,1699 275,1719
y1 K 147,1105 147,1133

Na figura 39, foi evidenciada a série y identificada para o fragmento 1T:13

correspondente ao peptideo EAISPPDAASAAPLR para o controle (superior) e lote A

(inferior) e as y15 e b3 com perda de agua (-18) caracteristico da presenca de serina

e glutamato no fragmento.
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Figura 39: Espectro de massas MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-hr,
fragmento 1:T13, peptideo: EAISPPDAASAAPLR. Espectrdbmetro de massas Waters Synapt G2
HDMS - tipo: ESI- QTOF
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As séries identificadas para o peptideo EAISPPDAASAAPLR com as
respectivas massa/carga (m/z) foram dispostas na tabela 18. As séries y12, y11,

y10, y8, y7, y6, y5 e y4 foram identificadas para o controle. Somente as séries y15,

y11 e y10 foram encontradas na amostra com, somente, 7,1% de bly.

Tabela 18: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T13,
peptideo EAISPPDAASAAPLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote A controle

y15 EAISPPDAASAAPLR 1668,8527 -

y14 AISPPDAASAAPLR - -

y13 ISPPDAASAAPLR - -

y12 SPPDAASAAPLR - 1355,6387

y11 PPDAASAAPLR 1268,6473  1268,6067

y10 PDAASAAPLR 1171,6062  1171,6000

y9 DAASAAPLR - -

y8 AASAAPLR - 756,4411

y7 ASAAPLR - 6853998

y6 SAAPLR - 614,3610

y5 AAPLR - 527,3281

y4 APLR - 456,2935

y3 PLR - -

y2 LR - -

y1 R -

O espectro de massas para o fragmento 1:T14 (controle e lote A)

correspondente ao peptideo TITADTFR é mostrado na figura 40. A série y2 foi

identificada no lote A, porém esta série ndo esta evidente devido a intensidade do

ion precursor (y8).
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Figura 40: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T14, peptideo: TITADTFR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS -

tipo: ESI- QTOF

As séries identificadas para o controle e amostra foram descritas na tabela 19.

E possivel verificar que somente as séries y6 e y1 ndo foram identificadas na

amostra.

Tabela 19: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T14,
peptideo TITADTFR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote A controle
y8 TITADTFR 924,4833 924,4856
y7 ITADTFR 823,4298 -
y6 TADTFR - 710,3514
y5 ADTFR 609,3003 609,3013
y4 DTFR 538,2634 538,2644
y3 TFR 423,2341 423,2335
y2 FR 322,1849 322,1848
y1 R - 175,1178
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O espectro de massas para o fragmento 1:T16 correspondente ao peptideo
LFR é mostrado na figura 41, onde € possivel observar a série completa (y1, y2 e

y3) para a amostra e para o controle sendo o y1 referente ao ion aménio da
arginina.
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Figura 41: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-

hr, fragmento 1:T16, peptideo: LFR. Espectrdbmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI-
QTOF

As massas correspondentes a cada série estao descritas na tabela 20, sendo

possivel confirmar a presenca deste peptideo tanto na amostra quanto no controle.
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Tabela 20: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T16,
peptideo LFR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote A controle
y3 LFR 435,2752 435,2760
y2 FR 322,1871 322,1859
y1 R 175,1179 175,1188

O espectro de massas para o fragmento 1:T17 (controle e lote A)

correspondente ao peptideo VYSNFLR é mostrado na figura 42. E possivel verificar

que as mesmas séries sdo encontradas na amostra e controle, com excecéo da

série y7 correspondente ao ion precursor.
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Figura 42: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T17, peptideo: VYSNFLR. Espectrobmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:

ESI- QTOF

A relagdo massal/carga para cada série correspondente ao peptideo

VYSNFLR esta descrita na tabela 21, onde foram identificadas as séries y6, y5, y4,
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v4, y3 e y2. O ion y1 ndo esta evidenciado no espectro devido a alta intensidade do
y6.

Tabela 21: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T17,
peptideo VYSNFLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote A controle

y7 VYSNFLR - -

y6 YSNFLR 799,4152 799,4169
y5 SNFLR 636,3518 636,3531
y4 NFLR 549,3157 549,3171
y3 FLR 435,2693 435,2706
y2 LR 288,2009 288,2007
y1 R 175,1167 175,1159-

Na figura 43, € mostrado o espectro de massas MSE para o controle (superior)
e lote A (inferior) de IFA de EPO-hr correspondente ao fragmento 1:T20, peptideo:
LYTGEACR. Em verde o fragmento a2 (primeiro) e fragmentos y com perda de agua
(H20). Esta perda de agua deve-se a energia gerada no momento de aquisi¢do
deste fragmento. Nao foi identificado o ion imbnio referente a arginina na regiao

baixa de massa.
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Figura 43: Espectro de massas MSE para o controle (superior) e lote A (inferior) de IFA de EPO-hr,
fragmento 1:T20, peptideo: LYTGEACR. Espectrdmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF

O fragmento 1:T20, correspondente ao peptideo LYTGEACR, foi também
predito pelas massas encontradas no espectro com base na diferenca de massa

entre as séries conforme mostrado na tabela 22.

Tabela 22: Série encontrada para o lote A de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T20,
peptideo LYTGEACR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote A controle

y8 LYTGEACR - -

y7 YTGEACR 856,3666 856,3675

y6 TGEACR 693,3054 -

y5 GEACR 592,2547 592,2549

y4 EACR 534,2302 535,2305

y3 ACR 406,1855 406,1856

y2 CR 335,1480 335,1480

y1 R - -
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5.1.5.2.2 Sequenciamento peptidico para o lote B

Foram preditos os fragmentos 1:T2, 1:T6, 1:T8, 1:T11, 1:T12, 1:T13, 1:T14,
1:T16, 1:T17 e 1:T20 baseados nos espectros de fragmentos MSE.

De acordo com a figura 44 referente ao espectro de fragmentos para o
primeiro peptideo LICDSR (1:T2) identificado, é possivel observar a série em

vermelho que representa os fragmentos y e seus respectivos valores de m/z na

tabela 23.
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Figura 44: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T2, peptideo: LICDSR. EspectrOmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF

Tabela 23: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr e controle de EPO-hr, correspondente
ao fragmento 1:T2, peptideo LICDSR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote B Controle

y6 LICDSR - 763,3778

y5 ICDSR 650,2945 650,2908

y4 CDSR 537,2086 537,2111

y3 DSR - -

y2 SR - 262,1494

y1 R - -
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Observando a tabela 23, é possivel verificar também a massa correspondente
da modificagdo carbamidometilacédo corresponde a 57,14 Da apds o calculo da
diferenca entre a relagdo m/z 537,2086 e o peptideo (CDRS =480,0692).

Na figura 45, é possivel observar os espectros de massas MSF (controle e lote
B de IFA de EPO-hr) do fragmento 1:T3 referente ao peptideo VLER. No controle é
possivel observar, somente, o ion precursor (em vermelho) correspondente a massa
de 516,3156 Da. Na amostra (lote B) é possivel identificar também o ion precursor
(em vermelho) com massa correspondente a 516,3173 Da e em verde seria o ion
precursor com perda de NH3 (-17Da) com massa correspondente a 499,2877 Da, A
observacéao do sinal em verde com perda de NH3; é comum em espectros de massas
conforme mencionado anteriormente quando ha presenca de arginina no fragmento.
Entretanto, sua confirmagédo permanece prejudicada, ja que a série completa nao foi

evidenciada.
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Figura 45: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T3, peptideo: VLER. Espectrdmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI-
QTOF

Conforme mencionado para o lote A, a identificagdo somente do ion precursor
pode ser justificada pela energia de colisdo utilizada, devendo ser realizado
experimentos com alta energia para verificar se outros fragmentos da série séo

identificados.
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O espectro correspondente ao fragmento 1:T4, peptideo YLLEAK,
demonstrado na figura 46 evidencia o ion precursor com valor de 736,4344 para a
amostra (y6) e o y6 com perda de NHj; similar, também, ao lote A. O fragmento 1:T4

nao pode ser confirmado na amostra pois ndo observada a série completa.
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Figura 46: Espectro de fragmentagéo MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de

EPO-hr, fragmento 1:T4, peptideo: YLLEAK. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS —
tipo: ESI- QTOF

Similar ao lote A, ha indicio da presenca do peptideo
EAENITTGCAEHCSLNENITVPDTK (1:T5), ja que somente o ion precursor (y25) foi
encontrado no espectro de fragmentacdo conforme mostrado na tabela 9, devendo

ser confirmado a partir de desenvolvimento de métodos com auxilio de glicosidases.

O fragmento 1:T6 correspondente ao peptideo VNFYAWK que foi identificado
para o controle e amostra (lote B), figura 47, porém a série y é diferenciada para

cada um conforme mostra a tabela 24.
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Figura 47: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T6, peptideo: VNFYAWK. Espectrémetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:

ESI- QTOF

Tabela 24: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr e controle de EPO-hr,
correspondente ao fragmento 1:T6, peptideo VNFYAWK identificado e a relacdo massa/carga

experimental.
Série Peptideo M+H M+H

lote B Controle
y7 VNFYAWK 927,4721 927,4804
y6 NFYAWK 828,4094 828,4071
y5 FYAWK 714,3586 714,3588
y4 YAWK 567,2911 567,2917
y3 AWK 404,2280 404,2287
y2 WK 333,1904 333,1906
y1 K 147,1109 147,1108

Na figura 48, é possivel observar os espectros de massas MSF (controle e lote
EPO-hr)
MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR. A série em vermelho corresponde aos

B de

fragmentos y

IFA de

do fragmento

1:T8

referente  ao

peptideo
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Figura 48: Espectro de fragmentagao MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de

EPO-hr, fragmento 1:T8, peptideo: MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR. Espectrometro de massas
Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

As massas correspondentes para cada série y foram destacadas na tabela
25.
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Tabela 25: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T8,
peptideo MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote B controle
y23 MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR  2526,3665 2526,3661
y22 EVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR - -
y21 VGQQAVEVWQGLALLSEAVLR - 2266,2593
y20 GQQAVEVWQGLALLSEAVLR - 2167,1909
y19 QQAVEVWQGLALLSEAVLR - 2110,1694
y18 QAVEVWQGLALLSEAVLR - 1982,1108
y17 AVEVWQGLALLSEAVLR - 1854,0523
y16 VEVWQGLALLSEAVLR - 1783,0151
y15 EVWQGLALLSEAVLR 1683,9453 1683,9467
y14 VWQGLALLSEAVLR - 1554,9041
y13 WQGLALLSEAVLR 1455,8268 1455,8357
y12 QGLALLSEAVLR 1268,7561 1269,7563
y11 GLALLSEAVLR 1141,6975 1141,6978
y10 LALLSEAVLR 1084,6761 1084,6763
y9 ALLSEAVLR 971,5891 971,5907
y8 LLSEAVLR 900,5501 900,5547
y7 LSEAVLR 787,4683 787,4686
y6 SEAVLR 674,3842 674,3846
y5 EAVLR 587,3505 587,3524
y4 AVLR 458,3068 458,3099
y3 VLR 387,2703 387,2787
y2 LR 288,2015 288,2011
y1 R 175,1166 175,1168
Para 0 fragmento 1:T9 correspondente ao peptideo

GQALLVNSSQPWEPLQLHVDK foi identificado somente o ion precursor y21para
amostra (lote B) com m/z igual a 1512,0333, estado de carga igual a trés obtendo

assim massa igual a 4533,0762 Da, conforme evidenciado na tabela 09.
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De acordo com figura 49, referente ao espectro de fragmentos para o

peptideo SLTTLLR (1:T11) é possivel observar o ion iménio da arginina (175,1163

Da) presente na faixa mais baixa de ambos espectros. A série y1 a y5 parece estar

mais intensa devido a auséncia do ion precursor normalizando assim os sinais das

séries da amostra.
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Figura 49: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T11, peptideo: SLTTLLR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:

ESI- QTOF

As relagdes massa/carga de ambos espectros (controle e amostra) estédo

destacadas na tabela 26, sendo possivel confirmar a sequéncia mediante a

diferenca das massas monoisotdpicas.
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Tabela 26: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T11,
peptideo SLTTLLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote B controle
y7 SLTTLLR 803,5081 803,5069
y6 LTTLLR - -
y5 TTLLR 603,3843 603,3855
y4 TLLR 502,3344 502,3344
y3 LLR 401,2865 401,2844
y2 LR 288,2014 288,2008
y1 R 175,1163 175,1156

A série y detectada para o peptideo ALGAQK (1:T12) estd demonstrada na

figura 50, onde é possivel confirmar a presenca da série completa (y1,y2, y3, y4, y5,

y6) tanto para a amostra (lote B) quanto para o controle. E possivel também verificar

a presenca do ion iménio de lisina correspondente a massa de 147,1109, né&o

evidenciada no espectro devido a alta intensidade do y6, porém descrita na tabela
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Figura 50: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T12, peptideo: ALGAQK. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF
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Tabela 27: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T12,
peptideo ALGAQK identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote B controle
y6 ALGAQK 587,3596 587,3551
y5 LGAQK 516,3124 516,3117
y4 GAQK 403,2293 403,2288
y3 AQK 346,2069 346,2060
y2 QK 275,1698 275,1706
y1 K 147,1109 147,1133

Na figura 51, podem ser evidenciadas as séries y e a identificadas para o

fragmento 1T:13 correspondente ao peptideo EAISPPDAASAAPLR para o controle

(superior) e lote B (inferior).
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Figura 51: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T13, peptideo: EAISPPDAASAAPLR. Espectrdbmetro de massas Waters Synapt G2

HDMS - tipo: ESI- QTOF

As séries identificadas para o peptideo EAISPPDAASAAPLR com as

respectivas massa/carga (m/z) foram dispostas na tabela 28. As séries y12, y11, y8,

y7, y6, y5 e y4 foram identificadas tanto para o controle e amostra. Somente a séries

y14 foi encontrada na amostra. Algumas séries ndo s&o visualizadas na amostra

devido a intensidade do y11* (com deteccédo de modificagéo).
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Tabela 28: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T13,
peptideo EAISPPDAASAAPLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Peptideo M+H M+H

Série lote B controle

y15 EAISPPDAASAAPLR - -

y14 AISPPDAASAAPLR 1465,7885 -

y13 ISPPDAASAAPLR -

y12 SPPDAASAAPLR 1355,6782 1355,6387

y11 PPDAASAAPLR 1268,6484 1268,6067

y10 PDAASAAPLR 1171,5955 1171,6000

y9 DAASAAPLR - -

y8 AASAAPLR 756,4383 756,4411

y7 ASAAPLR 685,4017 6853998

y6 SAAPLR 614,3617 614,3610

y5 AAPLR 527,3275 527,3281

y4 APLR 456,2925 456,2935

y3 PLR - -

y2 LR - -

y1 R

A diferenca de massa entre o ion y12 e o ion y11 é de 87,0298 Da, o que

sugere que o sitio O-glicosilagao esta posicionado no residuo de serina na posi¢céo 6

e ndo na posicao 12. E ainda pode-se inferir que este sitio de O-glicosilagdo contém

o fragmento HexNAc (N-acetilgalactosamina), pois ha um incremento de massa de
203Da entre o ion y11* (m/z 1268,6484) e ion do y11 (m/z 1065,5708) mostrado na

figura 51.

O espectro de massas para o fragmento 1:T14 (controle e lote B)

correspondente ao peptideo TITADTFR é mostrado na figura 52. A série y2 foi

identificada no lote B, porém esta série ndo esta evidente devido a intensidade do

ion precursor (y8).
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Figura 52: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T14, peptideo: TITADTFR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS —
tipo: ESI- QTOF

As séries identificadas para o controle e amostra foram descritas na tabela 29.

E possivel verificar que a série y8 e y7 ndo foram identificadas na amostra.

Tabela 29: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T14,
peptideo TITADTFR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote B controle
y8 TITADTFR - 924,4856
y7 ITADTFR - -
y6 TADTFR 710,3528 710,3514
y5 ADTFR 609,3001 609,3013
y4 DTFR 538,2629 538,2644
y3 TFR 423,2330 423,2335
y2 FR 322,1854 322,1848

R

175,1159

175,178
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O espectro de massas correspondente ao peptideo LFR para o fragmento
1:T16 (lote B) pode ser visualizado na figura 53, onde & possivel observar a série
completa para a amostra e para o controle(y1, y2 e y3), sendo o y1 referente ao ion

imoénio da arginina.

Controle

23058 9

T8 1188
#1

Intensity (counts)

MW 1586 322.1850
b2 2

o 100 200 300 400 477 8005
li+H

Lote B

436.2750
<]

13886

T8 1178

Intensity (counts)

2811577 4221860
b2 ]

T T Py lp— e A
0 100 200 300 400 477 8005
li+H

Figura 53: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T16, peptideo: LFR. Espectrobmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS — tipo: ESI-
QTOF

A relagdo massa/carga para cada série correspondente ao peptideo FLR esta
descrita na tabela 30, onde as séries completas para amostra e controle foram
identificadas.

Tabela 30: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T16,
peptideo LFR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote B controle
y3 LFR 435,2750 435,2760
y2 FR 322,1860 322,1859

y1 R 175,1176 175,1188
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O espectro de massas para o fragmento 1:T17 (controle e lote B)
correspondente ao peptideo VYSNFLR é mostrado na figura 54. E possivel verificar

que as mesmas séries sao encontradas na amostra e no controle.
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Figura 54: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T17, peptideo: VYSNFLR. Espectrdbmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF

A relacdo massa/carga para cada série correspondente ao peptideo
VYSNFLR esta descrita na tabela 31, onde foram identificados as séries y6, y5, y4,
y4, y3 e y2. A série y7 correspondente ao ion precursor nao foi identificada para o

controle e para a amostra.
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Tabela 31: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T17,

peptideo VYSNFLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote B controle
y7 VYSNFLR - -
y6 YSNFLR 799,4158 799,4169
y5 SNFLR 636,3530 636,3531
y4 NFLR 549,3170 549,3171
y3 FLR 435,2698 435,2706
y2 LR 288,2008 288,2007
y1 R - 175,1159-

Na figura 55, € mostrado o espectro de massas MSE para o controle (superior)
e lote B (inferior) de IFA de EPO-hr correspondente ao fragmento 1:T20, peptideo:
LYTGEACR. Em verde o fragmento a2 (primeiro) e fragmentos y com perda de agua
(H20). Esta perda de agua deve-se a energia gerada no momento de aquisi¢do

deste fragmento.
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Figura 55: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote B (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T20, peptideo: LYTGEACR. Espectréometro de massas Waters Synapt G2 HDMS —
tipo: ESI- QTOF

O fragmento 1:T20, correspondente ao peptideo LYTGEACR, foi também
predito de forma semelhante ao calculo realizado para os fragmentos ja preditos com

base na diferenca de massa entre a série e a massa monoisotdpica dos
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aminoacidos. E possivel também inferir a ponte dissulfeto devido o incremento de
massa correspondente a carbamidometilagdo de aproximadamente 57Da no y2

conforme pode ser visto na tabela 32.

Tabela 32: Série encontrada para o lote B de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T20,
peptideo LYTGEACR identificado e a relacdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote B controle

y8 LYTGEACR - -

y7 YTGEACR 856,3674 856,3675

y6 TGEACR -

y5 GEACR 592,2548 592,2549

y4 EACR 535,2308 535,2305

y3 ACR 406,1858 406,1856

y2 CR 335,1479 335,1480

R
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5.1.5.2.3 Sequenciamento peptidico para o lote C

Foram preditos os fragmentos 1:T6, 1:T8, 1:T10, 1:T11, 1:T12, 1:T13, 1:T14,

1:T16 e 1:T17 baseados nos espectros de fragmentos MSE.

De acordo com a figura 56, € possivel observar os espectros de massas MSE
(controle e lote C de IFA de EPO-hr) do fragmento 1:T3 referente ao peptideo VLER.
Na amostra (lote C) é possivel identificar também, similar aos lotes A e B, o ion
precursor (em vermelho) com massa correspondente a 516,3169Da para a amostra
e em verde seria o0 ion precursor com perda de NHjz (-17Da) com massa

correspondente a 499,2867 Da.
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Figura 56: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T3, peptideo: VLER. Espectrdmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI-
QTOF

O fragmento 1:T4 referente ao peptideo YLLEAK (lote C), figura 57,

apresentou também somente o ion precursor, igualmente aos lotes A e B.
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Figura 57: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T4, peptideo: YLLEAK. Espectrobmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF

Similar aos lotes A e B ha indicio da presengca do peptideo
EAENITTGCAEHCSLNENITVPDTK (1:T5), no lote C, j&@ que somente o ion

precursor (y25) foi encontrado no espectro de fragmentacgao.

O fragmento 1:T6 correspondente ao peptideo VNFYAWK foi identificado para
o controle e amostra (lote C), figura 58, porém a série y € diferenciada para cada um,
conforme mostra a tabela 33.
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Figura 58: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T6, peptideo: VNFYAWK. Espectrdmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:
ESI- QTOF
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Tabela 33: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr e controle de EPO-hr, correspondente

ao fragmento 1:T6, peptideo VNFYAWK identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote C Controle
y7 VNFYAWK 927,4680 927,4804
y6 NFYAWK 828,4079 828,4071
y5 FYAWK 714,3598 714,3588
y4 YAWK 567,2927 567,2917
y3 AWK 404,2280 404,2287
y2 WK 333,1902 333,1906
A K 147,1110 147,1108

Na figura 59, é possivel observar os espectros de massas MSF (controle e lote
C de IFA de EPO-hr) do 1:T8
MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR. A série em vermelho representa os fragmentos
y (y11, y9, y8, y7, y6 e y5) e em azul os fragmentos b onde tanto a intensidade e

fragmento referente ao peptideo

disposicéo dos fragmentos séo similares para o controle e amostra.

Controle

e 1628 7954730 8524 1852 9677
Ui 15 b1a (354

Lote C 2520,3940

rg 43233 Ta7 474 9715888 1141 gwa7 2 674
i ¥ ] i 13

1020.7953 1750 8702 1862 4055
i s e bis bi1g w7

Figura 59: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T8, peptideo: MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR. Espectrémetro de massas Waters
Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

As massas correspondentes para cada série y foram destacadas na tabela
34.



Capitulo-5: Resultados e Discussiio

127

Tabela 34: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T8,

peptideo MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote C controle
y23 MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR  2526,3640 2526,3661
y22 EVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR - -
y21 VGQQAVEVWQGLALLSEAVLR - 2266,2593
y20 GQQAVEVWQGLALLSEAVLR - 2167,1909
y19 QQAVEVWQGLALLSEAVLR = 2110,1694
y18 QAVEVWQGLALLSEAVLR - 1982,1108
y17 AVEVWQGLALLSEAVLR - 1854,0523
y16 VEVWQGLALLSEAVLR - 1783,0151
y15 EVWQGLALLSEAVLR - 1683,9467
y14 VWQGLALLSEAVLR - 1554,9041
y13 WQGLALLSEAVLR 1455,8317 1455,8357
y12 QGLALLSEAVLR 1269,7565 1269,7563
y11 GLALLSEAVLR 1141,6967 1141,6978
y10 LALLSEAVLR 1084,6727 1084,6763
y9 ALLSEAVLR 971,5888 971,5907
y8 LLSEAVLR 900,5501 900,5547
y7 LSEAVLR 787,4674 787,4686
y6 SEAVLR 674,3833 674,3846
y5 EAVLR 587,3510 587,3524
y4 AVLR 458,3082 458,3099
y3 VLR 387,2699 387,2787
y2 LR 288,2013 288,2011
y1 R 175,1165 175,1168

O fragmento 1:T10 correspondente ao peptideo AVSGLR foi identificado

somente no lote C. A série y referente a este peptideo por ser observada na figura

60.
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Figura 60: Espectro de fragmentos MS™ para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T10, peptideo: AVSGLR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:

ESI- QTOF

Tabela 35: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T10,
peptideo AVSGLR identificado e a relacdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote C Controle

y6 AVSGLR - 602,3697

y5 VSGLR - -

y4 SGLR 432,2575 -

y3 GLR 345,2228 -

y2 LR - -

y1 R 175,1179 175,1168

O espectro de fragmentos para o peptideo SLTTLLR (1:T11) esta

demonstrado na figura 61, sendo possivel observar o ion imbénio da arginina

(175,1168 Da) presente na faixa mais baixa de ambos espectros.
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Figura 61: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T11, peptideo: SLTTLLR. Espectrobmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:

ESI- QTOF

As relagdes massa/carga de ambos espectros (controle e amostra) estédo

destacadas na tabela 36, sendo possivel confirmar a sequencia mediante a

diferenca das massas monoisotdpicas.

Tabela 36: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T11,
peptideo SLTTLLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote C controle
y7 SLTTLLR 803,5092 803,5069
y6 LTTLLR - -
y5 TTLLR 603,3857 603,3855
y4 TLLR 502,3349 502,3344
y3 LLR 401,2861 401,2844
y2 LR 288,2014 288,2008
y1 R 175,1168 175,1156

A série y detectada para o peptideo ALGAQK (1:T12) esta demonstrada na

figura 62 e tabela 37, onde é possivel confirmar a presenca da série completa no

lote C, igualmente aos lotes A e B.
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Figura 62: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T12, peptideo: ALGAQK. Espectrdmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:

ESI- QTOF

Tabela 37: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T12,
peptideo ALGAQK identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote C controle
y6 ALGAQK 587,3593 587,3551
y5 LGAQK 516,3147 516,3117
y4 GAQK 403,2282 403,2288
y3 AQK 346,2065 346,2060
y2 QK 275,1699 275,1706
y1 K 147,1105 147,133

Na figura 63 pode ser evidenciada as séries y e a identificadas para o
fragmento 1T:13 correspondente ao peptideo EAISPPDAASAAPLR para o controle
(superior) e lote C (inferior).
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Figura 63: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior)

de IFA de EPO-hr, fragmento 1:T13, peptideo: EAISPPDAASAAPLR. Espectrémetro
de massas Waters Synapt G2 HDMS — tipo: ESI- QTOF

As séries identificadas para o peptideo EAISPPDAASAAPLR com as

respectivas massa/carga (m/z) foram dispostas na tabela 38. A série y11 sé foi
identificada com o sinal sem modificagao possivel.
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Tabela 38: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T13,
peptideo EAISPPDAASAAPLR identificado e a relacdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H

lote C controle

y15 EAISPPDAASAAPLR - -

y14 AISPPDAASAAPLR 1465,7885 -

y13 ISPPDAASAAPLR - -

y12 SPPDAASAAPLR 1355,6707 1355,6387

y11 PPDAASAAPLR 1065,5656* 1268,6067

y10 PDAASAAPLR 1171,5999 1171,6000

y9 DAASAAPLR - -

y8 AASAAPLR - 756,4411

y7 ASAAPLR - 6853998

y6 SAAPLR - 614,3610

y5 AAPLR - 527,3281

y4 APLR - 456,2935

y3 PLR 385,2547 -

y2 LR - -

y1 R 175,179

Pode-se inferir, igualmente ao lote B, que o sitio de O-glicosilagédo contém
HexNAc, pois ha um incremento de massa de 203Da entre o ion y10*(m/z
1171,5999) e y10 (m/z 968,5145) mostrado na figura 63.

O espectro de massas para o fragmento 1:T14 (controle e lote C)
correspondente ao peptideo TITADTFR & mostrado na figura 64. A série y2 foi
identificada no lote C, porém esta série ndo esta evidente devido a intensidade do

ion precursor (y8).
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Figura 64: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T14, peptideo: TITADTFR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS -
tipo: ESI- QTOF

As séries identificadas para o controle e amostra foram descritas na tabela 38.

E possivel verificar que somente a série y6 nao foi identificada no controle.

Tabela 39: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T14,
peptideo TITADTFR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote C controle
y8 TITADTFR - 924,4856
y7 ITADTFR - 823,4321
y6 TADTFR 710,3493 -
y5 ADTFR 609,2889 609,3013
y4 DTFR 538,2608 538,2644
y3 TFR 423,2314 423,2335
y2 FR 322,1839 322,1848
y1 R 175,1161 175,178

O espectro de massas correspondente ao peptideo LFR para o fragmento
1:T16 (lote C) pode ser visualizado na figura 65, onde € possivel observar a série
completa para a amostra e para o controle (y1, y2 e y3), sendo o y1 referente ao ion

imoénio da arginina.
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Figura 65: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T16, peptideo: LFR. Espectrobmetro de massas Waters Synapt G2 HDMS — tipo: ESI-

QTOF

A relagao massa/carga para cada série correspondente ao peptideo FLR esta

descrita na tabela 40, onde as séries completas para amostra e controle foram

identificadas.

Tabela 40: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T16,
peptideo LFR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote C controle
y3 LFR 435,2730 435,2760
y2 FR 322,1842 322,1859
y1 R 175,1155 175,1188

O espectro de massas para o fragmento 1:T17 (controle e lote C)
correspondente ao peptideo VYSNFLR é mostrado na figura 66. E possivel verificar

que as mesmas series sao encontradas na amostra e controle.
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Figura 66: Espectro de fragmentos MSE para o controle (superior) e lote C (inferior) de IFA de EPO-
hr, fragmento 1:T17, peptideo: VYSNFLR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS - tipo:

ESI- QTOF

A relagdo massal/carga para cada série correspondente ao peptideo

VYSNFLR esta descrita na tabela 41, onde foram identificadas as séries y6, y5, y4,

v4, y3 e y2. A série y7 correspondente ao ion precursor foi identificada para a

amostra.

Tabela 41: Série encontrada para o lote C de IFA de EPO-hr, correspondente ao fragmento 1:T17,
peptideo VYSNFLR identificado e a relagdo massa/carga experimental.

Série Peptideo M+H M+H
lote C controle
y7 VYSNFLR 898,4866 -
y6 YSNFLR - 799,4169
y5 SNFLR 636,3499 636,3531
y4 NFLR 549,3145 549,3171
y3 FLR 435,2698 435,2706
y2 LR 288,1996 288,2007
y1 R 175,1167 175,1159-
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5.2 Consideragoes Finais

A caracterizagéo de proteinas requer exaustivo uso de diferentes técnicas da
proteOmica para melhor avaliagdo protéica. As técnicas adotas neste trabalho (UV,
SDS-PAGE, HPLC-FR, 2D-PAGE e EM) contribuiram significativamente para melhor

avaliacao e caracterizacao dos lotes de IFA de EPO-hr.

Neste trabalho foi possivel estimar mediante a técnica de SDS-PAGE a
massa molar de IFA de EPO-hr, sem grande variabilidade, em 39,78, 40,09 e 39,32
KDa para os trés lotes (A, B e C respectivamente). Em todos os lotes foram obtidos
percentuais de pureza superiores a 97% por HPLC-FR e 6 isoformas maijoritarias por

2D-PAGE, conforme resumido na Tabela 42.

Pela técnica EM, foram confirmados 10, 10 e 9 peptideos dos 21 téoricos
calculados pelo Biopharmalynx® para os lotes A, B e C, respectivamente. Segundo
Simone (2008), a confirmagdo de apenas 4 a 6 peptideos ja € o suficiente para a

identificagéo da proteina em estudo.

Diferentemente dos resultados obtidos pelas técnicas ja citadas, a
concentragdo protéica por absorcdo no UV nado apresentou consisténcia nos
resultados para os trés lotes, variando entre 0,4 e 1,1 mg/mL, apesar da relagcao
proteina/DNA (280/260nm) estar préxima de 1,8 para os trés lotes.

Tabela 42: Resultados obtidos para os trés lotes de IFA de EPO-hr por diferentes técnicas de
caracterizagdo de proteinas.

Numero de
Concentragao Massa molar Pureza Ndmero
Lote peptideos
(mg/mL) (KDa) (%) isoformas
identificados

A 0,7133 39,78 97,11 6 10
B 1,0476 40,09 98,56 6 10
C 0,3789 39,32 97,96 6 9

Técnica uv SDS-PAGE HPLC-FR 2D-PAGE EM
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Capitulo 6
6. CONCLUSOES E SUGESTOES

6.1. Conclusoes

Os resultados obtidos com as metodologias empregadas neste trabalho,

visando o controle de qualidade e/ ou controle em processo, possibilitaram um maior

entendimento das amostras de IFA de EPO-hr. Pode-se concluir que:

v

As absorvancias obtidas para os trés lotes de IFA (A, B e C) em 280 e 260 nm
apresentaram bastante variacdo e as concentragdes proteicas por absorgao
no UV foram 0,7133 mg/mL, 1,0476 mg/mL e 0,3789 mg/mL, respectivamente
. Entretanto, a relagdo 280/260nm permaneceu estavel com valores de 1,82,
1,84 e 1,74 respectivamente para os trés lotes.

Os resultados obtidos para SDS-PAGE mostraram uma banda difusa,
compativel com a massa molar de EPO-hr de 39,78, 40,09 e 39,32 kDa para
os lotes A, B e C, respectivamente. Esta banda difusa deve-se a micro-
heterogeneidade da porcao glicidica de EPO-hr.

Para o lote A foram identificadas por SDS-PAGE bandas eletroforéticas de
alta massa molar (entre 45 e 66 kDa).

Os resultados obtidos para 2D-PAGE evidenciaram 6 isoformas majoritarias
entre o pl 4,5 e 6,5 com massa molar correspondente a EPO-hr para os trés
lotes de EPO-hr.

Foram observadas bandas eletroforéticas de alta e baixa massa molar e

bandas que focalizaram na faixa de pH basico mediante o ensaio de 2D-
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PAGE, exceto para o lote B, em que foram evidenciadas somente as 6
isoformas maijoritarias.

v' Para o ensaio de pureza por CLAE-FR foram encontrados percentuais médios
de 97,11, 98,56 e 97,96 % para os lotes A, B e C, respectivamente.

v" Com os resultados de espectrometria de massas por ESI-QTOF foi possivel
predizer a sequéncia de aminoacidos para o controle e amostras.

v Nao foram identificados os fragmentos 1:T1 - 1:T7 - 1:T15 - 1: T18-1:T19e
1:T21 no controle por espectrometria de massas por ESI-QTOF.

v Nao foram identificados os fragmentos 1:T1 - 1:T7 - 1:T15-1:T18 = 1:T19 e 1:
T21 nos lotes A, B e C por espectrometria de massas por ESI-QTOF.

v' Pode-se inferir que os fragmentos 1:T7; 1:T15, 1:T18 e 1: T19 nado foram
identificados para as amostras e controle por serem fragmentos
relativamente pequenos, sendo mais adequado o uso de outra protease para
clivagem em sitios diferentes da tripsina.

v' Foi possivel identificar a posigdo das pontes dissulfeto para as amostras e
para o controle pela diferenca das massas monoisotdpicas, onde se constatou
que ocorreu um padréo de repeticéo.

v Foi possivel identificar para os lotes B e C de IFA a posigcao do sitio de O-
glicosilagdo na serina 126 devido a diferenga de massa entre o y12 e o y11
ser apenas 87,0298 Da, correspondente ao residuo de serina. Foi possivel,
também, inferir que este sitio de O-glicosilagédo contém o fragmento HexNAc,
pois ha um incremento de massa de 203Da entre o ion y detectado com
modificacdo e sem modificacéo.

v Nao foram identificados os sitios de N-glicosilacdo, pois os fragmentos
obtidos com protease (tripsina) possuem alta massa molar, dificultando sua

caracterizagao.
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6.2. Sugestoes

As sugestdes a seguir serdo adotadas para dar continuidade a este trabalho.

v Utilizar outras proteases (glutamyl endopeptidase/ glu-C) para identificar
peptideos perdidos.

v' Utilizar glicosidases (PNgase F e sialidase) e colunas cromatograficas
especificas (Glican-Waters) para sequenciar os sitios de N-glicosilagéo.

v' Investigar os spots evidenciados na técnica 2D-PAGE que, a principio, ndo
foram correlacionados com a EPO-hr.

v' Elaborar um protocolo de preparo de amostras para EM com intuito de
eliminar possiveis interferentes, como o PEG.

v Realizar avaliagédo de proteina intacta por EM, possibilitando estimar a massa
molar da EPO-hr.

v’ Utilizar a mobilidade i6nica por EM para avaliar a conformacao da proteina.
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