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RESUMO

O horménio do crescimento é produzido por células especializadas, os somatotrofos,
localizadas na porcdo anterior da hipofise, também denominada de adeno-hipofise,
sendo constituido por uma cadeia polipeptidica contendo 191 aminoacidos, duas
pontes dissulfeto e com massa molecular de 22,125 Daltons (Da). A deficiéncia do
horménio de crescimento leva a manifestacdes clinicas e metabdlicas diversas. O
horménio de crescimento recombinante humano (HCrh) passou a ser obtido pela
tecnologia do DNA recombinante na década de 80, aumentando a qualidade e
disponibilidade dos produtos obtidos, o que exigiu um controle mais eficaz dos
produtos disponiveis a populacéo. A caréncia de uma metodologia para identificacao
do composto no compéndio nacional fortalece a necessidade do desenvolvimento de
técnicas para a identificacdo do hormbnio de crescimento. Para a realizacdo do
experimento foram utilizadas quatro amostras oriundas de um mesmo fabricante e
um padrdo da Farmacopeia Europeia. Para a realizacdo do experimento de proteina
intacta, o padrdo e as amostras ndo sofreram nenhum tratamento prévio. Todos
foram diluidos utilizando uma solucdo de acido formico 0,1%, obtendo uma
concentracdo de 50 pg.uL” para ambos. Para as replicatas do padrdo foram
encontrados picos majoritarios de massa 22126,41 Da e 22126,51 Da, para as
replicatas da amostra 1 foram encontrados valores de 22125,92 Da e 22125,82 Da,
para as replicatas da amostra 2 foram encontrados os valores de 22125,79 Da e
22125,75 Da, para as replicatas da amostra 3 foram encontrados os valores de
22125,74 Da e 22125,89 Da, e para as replicatas da amostra 4 foram encontrados
os valores de 22125,87 Da e 22125,88 Da. Os resultados permitiram a identificacao
da somatropina nas amostras analisadas em conformidade com o padréo utilizado,
de acordo com a massa preconizada pela FE de 22,125 Da. Com o0 experimento
também foi possivel definir o erro maximo de massa exata, em ppm, de 65,0 para o
padrdo e de 38,5 nas amostras, demonstrando a exatiddo na determinacao
inequivoca da massa do horménio de acordo com a massa de 22125 Da

preconizada na FE.

Palavras chave: Espectrometria de massas. Somatropina. Vigilancia sanitaria.



ABSTRACT

Growth hormone is produced by specialized cells, the somatotrophs, located in the
anterior pituitary, consisting of a polypeptide chain containing 191 amino acids, two
disulfide bonds and molecular mass of 22,125 Daltons (Da). The deficiency of growth
hormone leads to various clinical and metabolic manifestations. Recombinant human
growth hormone (rhGH) has to be obtained by recombinant DNA technology since
the 80's, increasing the quality and availability of the products obtained, which
required a more effective control of the products available to the population. The lack
of a methodology to identify the compound in the national compendium reinforces the
need to develop techniques for the identification of growth hormone. To perform the
experiment there were four samples from the same manufacturer and a standard of
the European Pharmacopoeia. To perform the intact protein experiment, the standard
and the samples suffered no previous treatment. All were diluted using a solution of
formic acid 0.1%, achieving a concentration of 50ug.uL™* for both. For standard
replicates were found mass majority peaks 22126.41 Da and 22126.51 Da, for
replicates of sample 1 were found the values of 22125.92 Da and 22125.82 Da; for
the replicates of sample 2 were found the values of 22125.79 Da and 22125.75 Da;
for the replicates of sample 3 were found the values of 22125.74 Da and 22125.89
Da; and for the replicates of sample 4 were found the values of 22125.87 Da and
22125.88 Da. The results allowed the identification of somatropin in the samples
analyzed in accordance with the standard used, according to the mass advocated by
FE 22125 Da. With the experiment was also possible to define the maximum error of
exact mass in ppm, 65.0 to 38.5 in the standard and samples demonstrating the
accuracy in unequivocal determination of the mass of the hormone according to the

mass of 22,125 Da recommended in EP.

Key words: Mass spectomertry. Somatropin. Health surveillance.
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1. INTRODUCAO

1.1 O HORMONIO DO CRESCIMENTO

O hormdnio do crescimento (do inglés GH ou somatropina) é produzido por
células especializadas, os somatotrofos, localizadas na porcao anterior da hipdfise,
também denominada de adeno-hipéfise, sendo constituido por uma cadeia
polipeptidica contendo 191 aminoacidos, duas pontes dissulfeto e com massa
molecular de 22.125 daltons (Da) (Figura 1). A producéo € controlada pelo hormonio
liberador do hormdnio de crescimento (do inglés GHRH) e pelo hormdnio inibidor do
horménio de crescimento ( do inglés GHIH, também denominado como
somatostatina), ambos sintetizados pelo hipotalamo. O GH estimula o crescimento
dos ossos, atua sobre o metabolismo de proteinas, lipideos e carboidratos, atuando
também sobre o sistema nervoso central, levando a uma melhora das fungbes
cognitivas, do humor, da memoaria e do sono. O horménio do crescimento também
exerce importante efeito sobre o sistema imunoldgico, levando ao aumento da

resposta de macrofagos e linfocitos aos antigenos (AIRES, 2008).
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Figura 1: Cadeia linear de aminoacidos da somatropina. Setas:
pontes dissulfeto.

.ogoooogo.‘~;o~o,oo
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0000000000000 L 008

Fonte: Bradley C. Nindl, William J. Kraemer, James O. Marx,
Alexander P. Tuckow, and Wesley C. Hymer

A deficiéncia do hormbénio de crescimento leva a manifestacbes clinicas e
metabolicas diversas como: reducdo da massa e forca musculares; aumento do
tecido adiposo, tanto em nivel subcutdneo quanto visceral, diminuicdo dos
marcadores de formacdo Ossea; reabsorcdo Ossea; reducdo da atividade de
remodelacdo 0ssea; e aumento dos fatores de risco para doencgas cardiovasculares
(PORTES; BARBOSA, 2008). As causas da deficiéncia podem ser idiopaticas,

congénitas ou adquiridas.

Os dados sobre a prevaléncia das pessoas acometidas no Brasil sao
insuficientes, mas estimativas indicam que existem 2.726 criancas menores de 16
anos na Inglaterra e 162 no Pais de Gales com essa deficiéncia. Nos Estados
Unidos, a incidéncia da doenca € de 1 para cada 3480 nascidos vivos (BRASIL,
2008).

O tratamento com hormoénio de crescimento tem sido realizado desde o final
dos anos 50, sendo utilizado até o inicio dos anos 80 com GH extraido de um

macerado de cérebro de cadaveres humanos. Somente apdés 1985, com o advento
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da tecnologia do DNA recombinante, houve uma maior disponibilidade deste
horménio para o tratamento dos distdrbios relacionados a sua deficiéncia.
(PORTES; BARBOSA, 2008).

1.2 OS BIOFARMACOS

Os biofarmacos sdo produtos farmacéuticos de origem bioldgica,
tecnicamente obtido ou elaborado, com finalidade profilatica, curativa, paliativa ou
para fins de diagnoéstico. Os biofarmacos podem ser elaborados utilizando matérias-
primas procedentes de um componente ativo de origem biolégica ou de um
componente ativo de origem biotecnologica. A diferenga entre os dois esta no fato
de que os componentes de origem biotecnolégica sao obtidos a partir de células
modificadas geneticamente para produzir o biofarmaco em questdo. Dentre o0s
biofarmacos mais importantes sdo encontrados os horménios como a insulina e o
hormonio de crescimento (ROCHE, 2014).

A primeira proteina a ser utilizada com fins terapéuticos foi a insulina, extraida
do pancreas de suinos, passando a ser obtida através da tecnologia do DNA
recombinante a partir do inicio dos anos 80. O hormdnio de crescimento
recombinante humano (rhGH) passou a ser obtido pela mesma tecnologia pouco
tempo depois, 0 que aumentou a qualidade dos produtos obtidos, reduzindo os
problemas relacionados a contaminacdo por prions nos produtos originados de
extratos de tecido humano (HOUDEBINE, 2009).

A industria farmacéutica investe milh6es de dolares todos os anos na
pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. Em 2005, os Estados Unidos
investiu aproximadamente 51,3 bilhdes de ddélares na pesquisa e desenvolvimento
de novos produtos, dos quais 18.5 bilhdes foram para o desenvolvimento de
biofarmacos (ROCHE, 2014).

A producdo de biofarmacos necessita de uma validacdo mais restrita e

avaliacdo permanente ao longo da cadeia produtiva devido a presenca de diversos
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parametros que podem levar a alteracdes no produto final. Um produto bioldgico
chega a ser testado 250 vezes ou mais durante seu processo de producdo para
garantir a eficacia e seguranca. Produtos quimicos sofrem entre 40 e 50 testes
durante o seu processo produtivo, o que demostra a grande complexidade dos
medicamentos biolégicos (ROCHE, 2014).

Para a producdo de medicamentos biotecnolégicos sdo necessarias algumas
etapas, como a modificacdo genética da célula ou micro-organismo para introducao
do material genético que levara a producdo do biofarmaco; a célula ou micro-
organismo € cultivado, aumentando o seu numero e capacidade produtiva.
Posteriormente, inicia-se a extracdo do produto bioldgico junto com todos os outros
materiais celulares e residuos remanescentes do meio de cultivo, seguindo-se com a
etapa de purificacéo para que o produto desejado esteja totalmente livre de qualquer
contaminante. E importante que o produto seja resultante de um processo validado e

amplamente controlado ao longo de todas as suas etapas (ROCHE, 2014).

A imunogenicidade é um ponto importante e representa a preocupacao com
seguranca mais importante relacionada aos biofarmacos. Nesse processo, 0 corpo
humano inicia uma resposta a introdu¢cdo de um produto estranho, como uma
proteina. Ha producdo de anticorpos que se ligam as proteinas estranhas,
inativando-as e formando complexos antigeno-anticorpo que podem levar a diversas
complicacles e reacdes adversas. A alteragcdo de um s6 aminoacido, um radical,
uma fracdo da macromolécula, pode afetar significativamente a funcéo,
farmacocinética e farmacodinamica, imunogenicidade e atividade dos produtos de
origem biolégica/biotecnoldgica (ROCHE, 2014).
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1.3 A BIOTECNOLOGIA E OS SISTEMAS UTILIZADOS NA PRODUCAO DE
PROTEINAS RECOMBINANTES

A biotecnologia permite que organismos vivos sejam utilizados na producao
de medicamentos baseados em proteinas, vitaminas e &cidos nucleicos, permitindo
também a producdo em larga escala e a elaboracdo de produtos especificos para
determinadas doencas que ndo possuem terapia ou que possuem, mas nao Sao
eficazes para tal tratamento. Os produtos biotecnolégicos oferecem medicamentos
recombinantes mais seguros, reduzem os efeitos secundarios e melhoram as
terapias existentes no tratamento de doencas importantes, como a esclerose

multipla, diabetes e a deficiéncia do horménio de crescimento (ROCHE, 2014).

Diferentes sistemas podem ser utilizados na producdo de proteinas
recombinantes (Tabela 1). A escolha deve estar baseada de acordo com estratégias
de clonagem e expressao de proteinas, organismo hospedeiro e a localizacao
celular da proteina de interesse, tendo em vista a producdo do produto desejado
com a pureza, atividade biolégica requerida e relacdo custo/beneficio aceitavel. As
caracteristicas estruturais e quimicas da proteina em sua forma nativa definem
claramente a estratégia para a sua sintese através do uso da tecnologia do DNA
recombinante. Podem ser utilizadas células bacterianas, leveduras, sistema celular
baculovirus-Sf9 de insetos, células animais (particularmente, células de ovario de
hamster chinés - CHO), plantas e animais transgénicos. A producdo do horménio de
crescimento recombinante para uso humano é feita a partir da utilizacdo de células
bacterianas (HOUDEBINE, 2009).

Tabela 1: InformagBes sobre os diferentes sistemas utilizados na producdo de proteinas
recombinantes

Sistemas Vantagens Desvantagens Aplicacbes
Bacterias Regulamentacao definida; Proteinas ndo séo Insulina; hormoénio
genética conhecida; facil e secretadas usualmente; de crescimento;

contém endotoxinas; ndo fator de
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Leveduras

Células de

insetos

Células

humanas

Animais

transgénicos

Plantas

transgénicas

barato para crescer.

Conhecido como “seguro”;
histérico de uso; rapido;
barato; modificagbes pos-

traducionais.

Modifica¢des traducionais;
proteinas enoveladas
corretamente; niveis de

expresséo fracos.

Usualmente as proteinas séo
enoveladas corretamente;
modificactes pos-
traducionais corretas; bom
histérico de regulamentacao;
Unica op¢édo no caso de

proteinas grandes.

Processamento de proteina
complexa; excelentes niveis
de expressao; escala facil;

baixo custo de producéo.

Ciclos de desenvolvimento
pequenos; facil
armazenagem das sementes;
bom nivel de expressao; ndo
existe conhecimento sobre
virus de planta que tenha

contaminado humanos

ocorrem modificacdes pos-
traducionais.

Glicosilagédo pode arruinar a
bioatividade; seguranca;
poténcia; pureza; contém

imunogénicos e antigenos.

Regulamentacgéo incompleta;
crescimento lento; meio caro;
infecgéo por baculovirus

(etapa extra); virus humanos

podem infectar as células.

Método caro; crescimento
lento; pode conter
alergénicos e contaminantes;

purificacdo complicada.

Pouca experiéncia em
regulamentacéo; potencial
para contaminacéo viral;
escalas demoradas/longas;
isolamento/GMP’s na

fazenda (local de criacéo)

Apresenta potencial para
novos contaminantes
(fungos, bactérias e
pesticidas); modificacdes
pos-traducionais;
possibilidade de conter

alergénicos

crescimento.

Vacinas
recombinantes;
vacina hepatite B
viral; insulina

humana.

Método

relativamente novo.

Ativador
plasminogénico de
tecido; fator VII
(glicoproteina);
anticorpos

monoclonais.

Lipase (coelhos,
ovelhas); Hormonio
de crescimento
(cabras); fator VIII

(9ado)

Vacina colera
(tabaco); lipase
gastrica (milho);
Hepatite B (batata).

Fonte: Elbehri
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1.4 O PROGRAMA DE MEDICAMENTOS DE DISPENSACAO EM CARATER
EXCEPCIONAL

A lei n°® 8.080 de 19 de setembro de 1990 que dispde sobre as condi¢gbes para
a promocao, protecdo e recuperacdo da saude, a organizacdo e o funcionamento
dos servicos correspondentes e da outras providéncias, estabelece em seu artigo
sexto que a execucdo da acdo de assisténcia terapéutica integral, inclusive
farmacéutica esta incluida no campo de atuacéo do Sistema Unico de Satde (SUS).
Isso contribuiu para que fosse criada uma politica que incorporasse as prerrogativas
estabelecidas pelo SUS na area da assisténcia farmacéutica, levando a criacdo da
Politica Nacional de Medicamentos em 1998. A ampliacdo da assisténcia
farmacéutica, com crescimento da lista de medicamentos ofertados, abriu espaco
para a entrada dos medicamentos que, posteriormente, viriam a ser denominados de
“‘excepcionais”, medicamentos de elevado valor unitario ou que, pela duracdo do
tratamento, tornam-se excessivamente caros. O Programa de Medicamentos de
Dispensacéo em Caréater Excepcional do Sistema Unico de Saude é responséavel por
um grupo de medicamentos destinados ao tratamento de patologias especificas que
atingem um nuamero limitado de pacientes, os quais, na maioria das vezes utilizam-
nos por periodos prolongados como, por exemplo, o hormbénio de crescimento
(BRASIL, 2004).

O Ministério da Saude possui um protocolo clinico de diretrizes terapéuticas
para o tratamento da deficiéncia do horménio de crescimento e nele consta que o
tratamento é indicado para criancas com deficiéncia caracterizada por apresentarem
baixa estatura e velocidade de crescimento abaixo do normal. Atualmente, a
somatropina esta disponivel no Sistema Unico de Salde nas apresentacbes de 4
unidades internacionais (Ul) e 12 Ul frasco-ampola/seringa, na forma de poé
liofilizado que, apds reconstituido, € administrado por via subcutanea uma vez ao dia
por 6 a 7 dias na semana. Os precos dos medicamentos variam de acordo com a
sua forma de apresentacdo, encontrando valores de R$ 20,78 até R$ 1338,73
(BRASIL, 2008).
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Segundo o Ultimo relatério da Cémara de Regulacdo de Medicamentos
(CMED) da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), atualizado em 22 de
novembro de 2014, existem oito laboratérios que fornecem o medicamento para
compras publicas (Tabela 2) (ANVISA, 2014).

Tabela 2: Fornecedores, nomes comerciais e formulagbes do horménio de crescimento

disponiveis para compras publicas

Fornecedor Nome comercial Formulacéo

BIOSINTETICA FARMACEUTICA BIOMATROP 16 Ul PO LIOF INJ CT FA +

LTDA AMP DIL 1 ML

MERCK S/A SAIZEN 1,33 MG PO LIOFINJCT 1
FA VD INC + AMP DIL X 1 ML

NOVO NORDISK FARMACEUTICA NORDITROPIN 10MG SOL INJ CT 1 CARP

DO BRASIL LTDA VD INC X 1,5 ML X 1 SIST
APLIC PLAST

NOVO NORDISK FARMACEUTICA NORDITROPIN 10 MG SOL INJ CT 1 CARP

DO BRASIL LTDA VD INC X 1,5 ML X 1 SIST
APLIC PLAST.

LABORATORIO QUIMICO HORMOTROP 12 UI SOL INJCT 1 FA VD

FARMACEUTICO BERGAMO LTDA INC X 1,5 ML

LABORATORIO QUIMICO HORMOTROP 12 Ul PO LIOF CT FA VD INC

FARMACEUTICO BERGAMO LTDA + DIL BACTERIOSTATICO X
2ML

LABORATORIO QUIMICO HORMOTROP 12 Ul PO LIOF INJ CT FA VD

FARMACEUTICO BERGAMO LTDA INC

NOVO NORDISK FARMACEUTICA NORDITROPIN 15 MG SOL INJ CT 1 CARP

DO BRASIL LTDA VD INC X 1,5 ML X 1 SIST
APLIC PLAST .

ASPEN PHARMA INDUSTRIA EUTROPIN 15 Ul PO LIOF CT 1 FA VD

FARMACEUTICA LTDA INC + 1 FA VD INC SOL DIL X
1,5 ML

DISMEDICA DISTRIBUIDORA DE EUTROPIN 15 Ul PO LIOF CT 1 FA VD

PRODUTOS HOSPITALARES E INC + 1 FA VD INC SOL DIL X

FARMACEUTICOS LTDA 1,5 ML

LABORATORIOS PFIZER LTDA. GENOTROPIN 16 Ul PO LIOF INJ CT 1 BL
PAP PLAS INC X 1 FA VD
INC DUPLO COMP + SOL DIL
X 1ML

LABORATORIOS PFIZER LTDA. GENOTROPIN 16 UIPOLIOFINJCT X 1
CANETA PREENCHIDA X 1
FA VD INC DUPLO COMP +
SOL DIL X 1 ML

LABORATORIOS PFIZER LTDA. GENOTROPIN 16 Ul PO LIOF INJ CT X 5
CANETAS PREENCHIDAS X
1 FA VD INC DUPLO COMP +
SOL DIL X 1 ML

SANDOZ DO BRASIL INDUSTRIA OMNITROPE 5 MG SOL INJ CT CARP VD

FARMACEUTICA LTDA INC X 1,5 ML

LABORATORIOS PFIZER LTDA. GENOTROPIN 36 Ul PO LIOF INJ CT 1 BL
PAP PLAS INC X 1 FAVD
INC DUPLO COMP + SOL DIL
X 1ML

LABORATORIOS PFIZER LTDA. GENOTROPIN 36 UIPO LIOFINJCT X1




LABORATORIOS PFIZER LTDA.

LABORATORIO QUIMICO

GENOTROPIN

HORMOTROP

FARMACEUTICO BERGAMO LTDA

ASPEN PHARMA INDUSTRIA
FARMACEUTICA LTDA

ASPEN PHARMA INDUSTRIA
FARMACEUTICA LTDA

DISMEDICA DISTRIBUIDORA DE

PRODUTOS HOSPITALARES E
FARMACEUTICOS LTDA

DISMEDICA DISTRIBUIDORA DE

PRODUTOS HOSPITALARES E
FARMACEUTICOS LTDA

BIOSINTETICA FARMACEUTICA

LTDA ,
LABORATORIO QUIMICO

EUTROPIN

EUTROPIN

EUTROPIN

EUTROPIN

BIOMATROP

HORMOTROP

FARMACEUTICO BERGAMO LTDA

LABORATORIO QUIMICO

HORMOTROP

FARMACEUTICO BERGAMO LTDA

NOVO NORDISK FARMACEUTICA

DO BRASIL LTDA

MERCK S/A

SANDOZ DO BRASIL INDUSTRIA

FARMACEUTICA LTDA
MERCK S/A

MERCK S/A

MERCK S/A

NORDITROPIN

SAIZEN

OMNITROPE

SAIZEN

SAIZEN

SAIZEN

CANETA PREENCHIDA X 1
FA VD INC DUPLO COMP +
SOL DIL X1 ML

36 Ul PO LIOF INJ CT X 5
CANETAS PREENCHIDAS X
1 FA VD INC DUPLO COMP +
SOL DIL X 1 ML

4 Ul SOLINJCT1FAVDINC
X 0,5 ML

4 Ul PO LIOF CT 1 FAVD INC
+1FAVDINC SOL DIL X 1
ML

4 Ul PO LIOF CT5FAVD INC
+5FAVDINCSOLDIL X1
ML

4 Ul PO LIOF CT 1 FAVD INC
+1FAVDINC SOL DIL X 1
ML

4 Ul PO LIOF CT5FAVD INC
+5FAVDINC SOLDIL X1
ML

4 Ul PO LIOF INJ CT FA +
AMP DIL 1 ML

4 Ul PO LIOF CT FAVD INC +
DIL BACTERIOSTATICO X
1ML

4 Ul PO LIOF INJ CT FA VD
INC

5 MG SOL INJ CT 1 CARP VD
INC X1,5ML X1 SIST APLIC
PLAST.

5,83 MG/ML SOL INJ FR AMP
VD INC X 1,03 ML

10 MG SOL INJ CT CARP VD
INC X 1,5 ML

8 MG PO LIOF INJ CT 1 FA
VD INC + 1 FA VD INC DIL X
1ML

8 MG/ML SOL INJ FR AMP
VD INC X 1,5 ML

8 MG/ML SOL INJ FR AMP
VD INC X 2,5 ML

Fonte: Anvisa

1.5 O PAPEL DO INSTITUTO
SAUDE
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NACIONAL DE CONTROLE DE QUALIDADE EM

A qualidade dos produtos fornecidos a populagdo deve ser assegurada e,

para isso, 0s 6rgaos de Vigilancia Sanitaria (VISA) utilizam ferramentas para que os
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medicamentos sejam avaliados, evitando possiveis danos a saude publica. Além
disso, o alto custo de alguns medicamentos distribuidos a populagdo também
fortalece a necessidade de um controle eficaz na certificagdo de sua qualidade.

Dentre as ferramentas utilizadas pela VISA na garantia da qualidade dos
produtos distribuidos a populagédo estdo as andlises previstas em lei, cuja fungéo é
fornecer subsidios e completar o conjunto de a¢des capazes de eliminar, diminuir ou
prevenir riscos a saude. O Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
(INCQS) é uma unidade técnico-cientifica da Fundagcédo Oswaldo Cruz (Fiocruz) que
atua em areas de ensino, de pesquisa e de tecnologias de laboratério relativas ao
controle da qualidade de insumos, produtos, ambientes e servi¢os sujeitos a acdo da
Vigilancia Sanitaria. Sua missao consiste em contribuir para a promocao e
recuperacdo da saude e prevencao de doencas, atuando como referéncia nacional
para as questdes cientificas e tecnoldgicas relativas ao controle da qualidade de
produtos, ambientes e servicos vinculados a Vigilancia Sanitaria, realizando acdes
analitico-laboratoriais previstas na legislacdo sanitaria, ou por demanda de 6rgéos
oficiais, para assegurar a qualidade sanitaria dos produtos distribuidos a populagéo
(INCQS, 2014).

Durante o periodo compreendido entre janeiro de 2010 e fevereiro de 2015, o
laboratério de biologicos, artigos e insumos para a saude do INCQS recebeu dez
amostras de somatropina oriundas de analises fiscais. Todas as amostras recebidas
tinham como motivo de apreensdo efeitos adversos ao medicamento, como forte
ardéncia, rubor, edema e dor no local da aplicacdo. Tal fato enfatiza a necessidade
do desenvolvimento de uma metodologia analitica eficaz para a identificacdo desses

compostos e seu controle de qualidade.
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1.6 A SOMATROPINA E OS COMPENDIOS OFICIAIS

Atualmente, apenas a Farmacopéia Europeia (FE) e a Farmacopéia Americana
apresentam metodologias analiticas descritas para a identificagdo do horménio de

crescimento, conforme tabela 3.

Tabela 3: Relagdo dos compéndios oficiais e metodologias utilizadas para a identificacdo do horménio
de crescimento recombinante para uso humano.

Compéndio Metodologias para identificacdo
U.S.Pharmacopeia Cromatografia de fase reversa e mapa de peptideos
European Eletroforese capilar, cromatografia de fase reversa e mapa de
Pharmacopoeia peptideos
Farmacopeia Brasileira N&o apresenta metodologia descrita

Fonte: Arquivo pessoal

Embora a quinta edicdo da Farmacopeia Brasileira ndo apresente metodologia
analitica descrita para a identificacdo da somatropina, a quarta edicdo do compéndio
preconizava a realizacdo da eletroforese com o teste de focalizacao isoelétrica e a

cromatografia liquida de fase reversa para tal procedimento.

A caréncia de uma metodologia para identificacdo do composto no compéndio
nacional fortalece a necessidade do desenvolvimento de técnicas para a
identificacdo do horménio de crescimento e, posteriormente, sua inclusdo na

literatura visando o aprimoramento do controle de qualidade desses produtos.
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1.7 METODOLOGIAS  ANALITICAS COMUMENTE  UTILIZADAS NA
DETERMINACAO DO PESO MOLECULAR DE PROTEINAS

As metodologias analiticas comumente utilizadas para a determinacdo do
peso molecular de proteinas sdo a eletroforese em gel de poliacrilamida, a
cromatografia liquida de exclusdo molecular e a espectrometria de massas.

A eletroforese em gel de poliacrilamida baseia-se na separacédo das proteinas
de acordo com seu peso molecular, mediante a sua migracdo pelo gel de
poliacrilamida quando submetidas a corrente elétrica. As proteinas de menor peso
migram mais e as de maior peso, menos (Figura 2). Esta técnica apresenta
limitacdes devido a sua baixa resolucéo e pelo fato das proteinas serem separadas

por faixa de peso, ndo sendo possivel determina-lo com exatidao.

Figura 2: Eletroforese em gel de poliacrilamida de proteinas
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Fonte: http://www.centrocienciajunior.com/images/Uebelmg/Noticias/Img_151_393.gif
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A cromatografia liquida de exclusdo molecular consiste na separacdo dos
analitos de acordo com seu tamanho, ao interagirem com a fase estacionaria na
coluna cromatogréafica (Figura 3). Particulas maiores passam com maior facilidade,
eluindo mais rapidamente. As particulas menores, por interagirem mais com a fase
estacionaria, permanecem por mais tempo na coluna, eluindo de forma mais lenta
(Figura 4). As limitacdes desta técnica estéo relacionadas ao fato de particulas com
tamanho/peso semelhante apresentarem o mesmo tempo de retencao, ndo podendo
ser separadas e identificadas.

Figura 3: Cromatografia liquida de exclusédo molecular
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Fonte: http://images.slideplayer.com.br/2/365311/slides/slide_5.jpg
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Figura 4: Ordem de eluicdo dos analitos de acordo com o seu tamanho na
cromatografia liquida de exclusdo molecular
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Fonte: http://mwww.shodex.net/img/lesson_04_01d.gif

A espectrometria de massas € uma técnica analitica capaz de determinar a
relacdo entre a massa e a carga (m/z) de espécies ionizadas em fase gasosa. O
espectrometro de massas € um equipamento constituido por um ionizador, um
analisador de massas e um detector (Figura 5). Dentre os ionizadores, 0s mais
utilizados na espectrometria de massas aplicada a proteinas sdao o MALDI (Matrix-
Assisted Laser Dessorption lonization) e o Electrospray (ESI). Com relacdo aos
analisadores de massas, 0s mais comumente utilizados sdo as armadilhas de ions
(ion-traps), quadrupolos, tempo de voo (time-of-flight - TOF), orbitrap e Fourier-
transform ion cyclotron resonance (FT-ICR). Os analisadores podem ser utilizados
sozinhos, ou associados em equipamentos conhecidos como hibridos, permitindo
gue as vantagens de cada um sejam aproveitadas. Dentre os detectores, os mais

largamente utilizados séo os eletromultiplicadores.
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Figura 5: Esquema das principais partes de um espectrdmetro de massas.

Fonte de Analisador Detector

ionizacao de massas

Dados
obtidos
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massas

Fonte: Arquivo pessoal

O equipamento utilizado no experimento (Figura 6) consiste de um ionizador
do tipo electrospray, analisadores do tipo quadrupolo e TOF (Q-TOF) e um detector
do tipo eletromultiplicador. A ionizacdo consiste na formacdo de um spray com
peqguenas goticulas contendo os compostos a serem analisados. O analisador do
tipo quadrupolo contém um filtro de massa quadrupolar que focaliza os ions num
intervalo especifico de razdes massa/carga, sendo assim transmitidos para o
detector. O analisador do tipo tempo de voo separa os ions formados através do uso
de diferentes velocidades assumidas por eles apds serem acelerados por um
potencial de voltagem. A velocidade é dependente da massa do ion e, desta forma,
a razdo massa/carga pode ser calculada a partir do tempo decorrido entre a
irradiacdo e a deteccdo dos ions. O eletromultiplicador € um instrumento que
multiplica uma corrente eletrénica por aceleracdo de elétrons na superficie de um

eletrodo, a colisdo libera um namero maior de elétrons (secundarios) que também
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sdo acelerados na superficie de outro eletrodo (ou outra parte do mesmo eletrodo),

liberando mais elétrons, amplificando o sinal.

Figura 6: Espectrébmetro de massas modelo SYNAPT G2-S HDMS fabricado pela
Waters Corporation.
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Fonte: Waters Corporation

A espectrometria de massas, nesse contexto, apresenta-se como uma técnica
eficaz pelo fato de possibilitar a determinacdo exata e inequivoca do peso molecular
dos analitos, permitindo sua correta identificacdo. Além disso, com a espectrometria
de massas € possivel caracterizar moléculas proteicas mediante a realizacdo do
mapa de peptideos, chegando a elucidacdo da sequéncia de aminoacidos dos
compostos. E possivel também avaliar as alteracdes pos traducionais presentes nas

proteinas, verificacdo da presenca de isoformas e a quantificacdo dos elementos.
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2. OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo do presente trabalho é avaliar diferentes lotes de uma formulacdo
de hormdnio de crescimento recombinante para uso humano utilizando a técnica de
cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a espectrometria de massas

sequencial.

2.2 OBJETIVO ESPECIFICO

Desenvolver uma metodologia analitica para identificacdo do horménio de
crescimento recombinante para uso humano a partir da determinacdo de sua massa
molecular utilizando a cromatografia liquida de ultra eficiéncia acoplada a

espectrometria de massas sequencial.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DE REALIZACAO

Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Biologicos, Artigos
e Insumos para a Salde, Setor de Imunobiol6gicos, Departamento de Quimica, do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude.

3.2 MATERIAIS

3.2.1 Amostras

Foram utilizadas quatro amostras de lotes diferentes oriundas da rotina de
analises do Laboratério de Bioldgicos, Artigos e Insumos para a Saude, e

pertencentes a um mesmo fabricante, codificadas como amostras 1, 2, 3 e 4.
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3.2.2 Padrao

O padrao utilizado foi o European Pharmacopoeia Reference Standard -
Somatropin/desamidosomatropin resolution mixture cédigo Y0000711, lote 1.1 e Id
007RA48.

3.2.3 Reagentes

- Acido férmico adquirido da Merck KGaA — Alemanha;
- Acetonitrila adquirida da Merck KGaA — Alemanha;

- Agua ultra-pura milli-Q;

3.2.4 Equipamentos e acessorios

- Cromatoégrafo liquido de ultra eficiéncia modelo ACQUITY UPLC adquirido do

fabricante Waters Corporation — EUA;

- Espectrémetro de massas modelo SYNAPT G2-S HDMS adquirido do fabricante
Waters Corporation — EUA (Figura 5);

- Homogeneizador de tubos modelo Lab dancer adquirido do fabricante IKA® do

Brasil — Brasil;

- Balanga analitica modelo XS205 adquirida do fabricante Mettler Toledo — Suica;
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- Coluna MassPREP™ Micro Desalting adquirida do fabricante Waters Corporation —
EUA.

Figura 7: Cromatografo liquido de ultra eficiéncia acoplado ao espectrometro de
massas modelo SYNAPT G2-S HDMS fabricado pela Waters® Corporation.

Fonte: Arquivo pessoal

3.3 METODOS

3.3.1 Identificacdo da somatropina a partir da determinagcédo do seu peso molecular
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3.3.1.1 Preparo das amostras e padréo

Para a realizacdo do experimento de identificacdo da somatropina a partir da
determinacdo do seu peso molecular, o padrdo e as amostras foram diluidos
utilizando uma solucéo de &cido férmico 0,1%, obtendo uma concentracéo de 50 pg
uL™? para ambos. Foram preparadas duas replicatas para o padrdo e as quatro

amostras, sendo colocadas em diferentes vials.

3.3.1.2 Condi¢bes otimizadas para o desenvolvimento do método de identificacdo da

somatropina a partir da determinacdo do seu peso molecular

As condicbes operacionais utilizadas no cromatografo liquido e no
espectrometro de massas para o desenvolvimento da metodologia encontram-se

descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Condi¢des operacionais do cromatografo liquido e espectrdmetro de
massas para andlise da proteina intacta.

Cromatografo Liquido

Modelo: ACQUITY UPLC®

Fase movel A2: Agua + 0,1% Acido Férmico

Fase movel B2: Acetonitrila + 0,1% Acido Férmico

Gradiente: Conforme tabela 5

Tempo de Corrida: 10 min

Coluna: MassPREP'" Micro Desalting column
Lote 186004032

Temperatura do forno da coluna: 80 °C

Volume de injecao: 10 puL

Espectrémetro de Massas



500 — 3000 m/z

Fonte: Arquivo pessoal

Tabela 5: Gradiente de concentracdo utilizado na cromatografia liquida de ultra eficiéncia

Tempo (min) Fluxo % A % B

0.50 0.200 90.0 10.0

7.10 0.200 55.0 45.0

7.30 0.200 95.0 5.0

7.50 0.200 95.0 5.0

7.70 0.200 95.0 5.0

10.00 0.200 95.0 5.0

Fonte: Arquivo pessoal
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3.3.1.3 Tratamento dos dados

Os dados obtidos no experimento foram analisados mediante a utilizagdo do
software Biopharmalynx® verséo 1.3.2, adquirido da Waters Corporation — EUA.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ANALISE DA PROTEINA INTACTA

4.1.1 Identificagcdo da somatropina a partir da determinacédo da massa molecular

Segundo a FE, a identificacdo da somatropina é feita pela técnica de
eletroforese capilar com a obtencdo de um eletroferograma com apenas um pico
principal correspondente ao horménio. Outro parametro avaliado é o tempo de
retencdo encontrado no padrédo e nas amostras, preconizado no compéndio como
sendo de 5 minutos. Com a utilizacdo do espectrémetro de massas acoplado a um
cromatografo liquido de ultra eficiéncia foram obtidos cromatogramas contendo um
sinal cromatografico majoritario para o padrdo e amostras, todos com tempo de
retencdo de 5 minutos (Figuras 8-17). Nas figura 18, 19 e 28 encontram-se 0s
espectros obtidos para as replicatas do padrdo, nas figuras 20, 21 e 29 para as
replicatas da amostra 1, nas figuras 22, 23 e 30 para as replicatas da amostra 2, nas
figuras 24, 25 e 31 para as replicatas da amostra 3 e nas figuras 26, 27 e 32 para as

replicatas da amostra 4.

As figuras 28 a 32 apresentam os espectros deconvoluidos para as replicatas
do padrdo farmacopeico e amostras, nos quais podem ser observados 0s picos

majoritarios correspondentes ao analito em questao.



Figura 8: Cromatograma obtido para primeira replicata do padréo farmacopeico utilizado de concentragéo 50ug. uL'l.

somatropina ptn intacta
140519_Padrao_1_1_1
100
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Figura 9: Cromatograma obtido para segunda replicata do padrao farmacopeico utilizado de concentracéo 50ug.ulL.
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Figura 10: Cromatograma obtido para primeira replicata da amostra 1 utilizada de concentracéo 50ug.uL
somatropina ptn intacta
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Figura 11: Cromatograma obtido para segunda replicata da amostra 1 utilizada de concentracdo 50ug.pL.
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Figura 12: Cromatograma obtido para primeira replicata da amostra 2 utilizada de concentracéo 50ug.ulL.
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Figura 13: Cromatograma obtido para segunda replicata da amostra 2 utilizada de concentracao 50ug.ulL.
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Figura 14: Cromatograma obtido para primeira replicata da amostra 3 utilizada de concentragéo 50ug.uL.

somatropina ptn intacta
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Figura 15: Cromatograma obtido para segunda replicata da amostra 3 utilizada de concentra¢éo 50ug.pulL.
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Figura 16: Cromatograma obtido para primeira replicata da amostra 4 utilizada de concentragéo 50ug.ulL.

somatropina ptn intacta
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Figura 17: Cromatograma obtido para segunda replicata da amostra 4 utilizada de concentra¢éo 50ug.pulL.
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Figura 18: Espectro ndo deconvoluido obtido para primeira replicata do padréo farmacopeico utilizado de concentracéo 50ug.ul.
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Figura 20: Espectro ndo deconvoluido obtido para a primeira replicata da amostra 1 utilizada de concentragao 50ug.ulL.

somatropina ptn intacta
140519_Amostra_1_1 309 (5.379)
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Figura 21: Espectro ndo deconvoluido obtido para a segunda replicata da amostra 1 utilizada de concentra¢do 50ug.ulL.
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Figura 22: Espectro ndo deconvoluido obtido para a primeira replicata da amostra 2 utilizada de concentragao 50ug.ulL.
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Figura 23: Espectro ndo deconvoluido obtido para a segunda replicata da amostra 2 utilizada de concentra¢do 50ug.ulL.
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Figura 24: Espectro ndo deconvoluido obtido para a primeira replicata da amostra 3 utilizada de concentragao 50ug.ulL.
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Figura 25: Espectro ndo deconvoluido obtido para a segunda replicata da amostra 3 utilizada de concentra¢do 50ug.ulL.
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Figura 26: Espectro ndo deconvoluido obtido para a primeira replicata da amostra 4 utilizada de concentragao 50ug.ulL.

somatropina ptn intacta
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Figura 27: Espectro ndo deconvoluido obtido para a segunda replicata da amostra 4 utilizada de concentra¢do 50ug.ulL.
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Figura 28: (A) Espectros obtidos para as replicatas do padrédo farmacopeico utilizado de concentragcéo

50ug. uL'l. (B) Zoom da regido do ion precursor da somatropina.
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Figura 29: (A) Espectros obtidos para as replicatas da amostra 1 de concentragdo 50ug.uL™. (B)
Zoom da regido do ion precursor da somatropina.
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Figura 30: (A) Espectros obtidos para as replicatas da amostra 2 de concentracdo 50ug.uL™. (B)
Zoom da regido do ion precursor da somatropina.
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Figura 31: (A) Espectros obtidos para as replicatas da amostra 3 de
Zoom da regido do ion precursor da somatropina.
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Figura 32: (A) Espectros obtidos para as replicatas da amostra 4 de concentracéo SOug.uL'l. (B)

Zoom da regido do ion precursor da somatropina.
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Para as replicatas do padrao foram encontrados picos majoritarios de massa
22126,41 Da e 22126,51 Da, para as replicatas da amostra 1 foram encontrados
valores de 22125,92 Da e 22125,82 Da, para as replicatas da amostra 2 foram
encontrados os valores de 22125,79 Da e 22125,75 Da, para as replicatas da
amostra 3 foram encontrados os valores de 22125,74 Da e 22125,89 Da, e para as
replicatas da amostra 4 foram encontrados os valores de 22125,87 Da e 22125,88
Da. Os resultados encontrados permitiram a identificacdo da somatropina nas
amostras analisadas em conformidade com o padréo utilizado, de acordo com a
massa preconizada pela FE de 22125 Da. Nos espectros também podem ser
observados picos adicionais identificados pelo equipamento, que podem indicar
variantes da somatropina, isoformas e compostos degradados. Algumas replicatas
apresentaram variacao entre os picos apresentados, o que pode ser explicado pelo
fato das replicatas terem sido preparadas em diferentes vials.

4.1.2 Massas exatas encontradas e os erros em partes por milhao (ppm)

A exatiddo da massa é calculada como a diferenca (erro) entre a massa
medida (experimental) e a massa teorica, podendo ser medida em miliDaltons
(1mDa = 0.001 unidades de massa) ou em partes por milhdo (ppm) (Am/m x 10°).
Quanto menor for o erro calculado, maior sera a exatiddo na determinacéo da massa

no experimento e maior serd a seguranca na identificacdo da proteina.

Exemplo:
Massa real: 400.0000
Massa medida: 400.0020

Diferenca: 0.0020 (2 mDa)
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Erro em ppm: 0.0020 / 400 x 10° = 5ppm (Am/m x 10°)

Os resultados da avaliagdo das massas moleculares e o erro em ppm
encontram-se listados na tabela 6.

Tabela 6: Valores obtidos na avaliacdo das massas moleculares e o0 erro em

ppm encontrado durante a andlise da proteina intacta.

Identificac&o MM real** MM encontrada Erro (ppm)
Padrao 1_1 22125.0684 22126.4141 60.8
Padrao 1_2 22125.0684 22126.5059 65.0

Amostra 1_1 22125.0684 22125.9199 38.5

Amostra 1_2 22125.0684 22125.8184 33.9

Amostra 2_1 22125.0684 22125.7852 324

Amostra 2_2 22125.0684 22125.7500 30.8

Amostra 3_1 22125.0684 22125.7402 30.4

Amostra 3_2 22125.0684 22125.8926 37.3

Amostra4_1 22125.0684 22125.8730 36.4

Amostra4_2 22125.0684 22125.8809 36.7

*descrita na FE.
**calculada pelo software Biopharmalynx.

Fonte: Arquivo pessoal

Com o experimento realizado foi possivel definir o erro maximo de massa
exata, em ppm, de 65.0 para o padrdo e de 38.5 nas amostras, demonstrando a
exatiddo na determinacdo inequivoca da massa do horménio de acordo com a
massa de 22125 Da preconizada na FE. Nao existe um limite maximo de erro em
ppm descrito na literatura para a determinacdo da massa molecular de proteinas,
contudo quanto menor for esse valor, maior serd a seguranca na determinacédo da

massa/identidade desses compostos.

O erro encontrado para as replicatas do padrdo foi maior quando
comparado ao erro obtido nas replicatas das amostras devido ao fato do padréao
farmacopeico utilizado no experimento ter sofrido dessamidacédo, o que leva a uma

massa molecular diferente da massa tedrica (real), explicando o erro em ppm obtido.
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5. CONCLUSAO

A espectrometria de massas apresenta-se como uma técnica eficaz pelo fato
de possibilitar a determinacdo exata e inequivoca do peso molecular dos analitos,
permitindo sua correta identificacdo. Os resultados encontrados no experimento
(Tabela 7) permitiram identificar o horménio de crescimento, estando de acordo com
o valor de massa preconizado pela Farmacopeia Europeia (22125 Da). Um outro
fator observado foi o tempo de retencdo, estando o0 mesmo de acordo com o tempo
preconizado na metodologia analitica para identificacdo do composto na FE,
conforme demostrado nos resultados.

Além disso, o erro em partes por milhdo na determinacdo da massa
molecular dos compostos calculado demostrou a exatidao dos valores encontrados

no experimento e a determinac¢ao inequivoca do peso da somatropina.

Tabela 7. Massas obtidas no experimento para as replicatas do padrdo farmacopeico e

amostras.
I T
Padréo 22126,41 22126,51
Amostra 1 22125,92 22125,82
Amostra 2 22125,79 22125,75
Amostra 3 22125,74 22125,89
Amostra 4 22125,87 22125,88

Fonte: Arquivo pessoal
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6. PERSPECTIVAS

Devido da aprovacéo no processo de selecdo para o Mestrado Académico do
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Salde, pretendo continuar o
desenvolvimento da linha de pesquisa, com as seguintes perspectivas:

- Caracterizacéo das formulagctes de homdnimo de crescimento recombinante
para uso humano disponiveis no mercado nacional mediante o desenvolvimento de
protocolo para o mapa de peptideos.

- Verificacdo da presenca de alteracbes poOs traducionais nas moléculas
proteicas das formulacdes de homdénimo de crescimento recombinante para uso
humano disponiveis no mercado nacional.

- Verificacdo da presenca de isoformas nas formulacbes de homénimo de
crescimento recombinante para uso humano disponiveis no mercado nacional.

- Avaliagdo da qualidade dos produtos disponiveis no mercado nacional.
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