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aplicacdo  por  corrida, vazdo de 3ml/min e coleta de 1ml/

Figura 4.2: Cromatograma da dessalinizagdo do LEa de EPOhr. Pico azul referente a leitura
da amostra em 220 nm; pico vermelho referente a 280nm e pico marrom referente a
condutividade. Coluna analitica Hitrap desalting sephadex G25, contra agua Milli-Q, 4 mL de
volume de aplicacdo por corrida, vazdo de 3ml/min e coleta de 1ml/

Figura 4.3: Cromatograma da dessalinizacdo do IFA de EPOhr. Pico azul referente a leitura
da amostra em 220 nm; pico vermelho referente a 280nm e pico marrom referente a
condutividade. Coluna analitica Hitrap desalting sephadex G25, contra &gua Milli-Q, 4 mL de
volume de aplicacdo por corrida, vazdo de 3ml/min e coleta de 1ml/

Figura 4.4: Gel de IEF com quatro replicatas LEa EPOhr corado por nitrato de prata (A) e
ap6s anélise pelo programa ImageMaster® - GE Healthcare (B). Raia 1: Controle negativo
(agua WFI 4puL); Raias 2, 3, 4 ¢ 5: LEa EPOhr 4 ng; Raia 6: Controle negativo (dgua WFI

Figura 4.5: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF do LEa EPOhr 4 pg (painéis B a
E), obtida pelo programa IMageMaSter®.............coo.ivevieieeeeeseseeeee e seeseeee e, 44
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Figura 4.6: Curva de calibracdo do PPI 3-10 (A) e 2,5-6,5 (B) da GE Healthcare obtida pelo
programa ImageMaster® .......................................................................................................... 47

Figura 4.7: Gel de IEF do LEa EPOhr corado por nitrato de prata (A) e apds analise pelo
programa ImageMaster® - GE Healthcare (B). Raia 1: Controle negativo (4gua WFI 4puL);
Raia 2: PPl 3-10; Raias 3,4 ¢ 5: LEa EPOhr 4 pg; Raia 6: Controle negativo (agua WFI

Figura 4.8: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF do PPl (painel B) e do LEa
EPOhr 4 ng (painéis C a E), obtida pelo programa ImageMaster® .......................................... 48

Figura 4.9: Gel de IEF do BRP, LEa e IFA EPOhr corado por nitrato de prata (A) e apos
analise pelo programa ImageMaster® - GE Healthcare (B). Raia 1: Controle negativo (agua
WEFI 4uL); Raia 2: PPl 2,5-6,5; Raia 3: BRP EPOhr 4 pg; Raia 4: IFA EPOhr 4 ng; Raia 5:
LEa EPOhr 4 pg; Raia 6: Controle negativo (dgua WFLT4pUL)......ccoooiiiiiiiiiiiicciee 49

Figura 4.10: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF: PPl (painel B); BRP EPOhr
(painel C); IFA EPOhr (painel D) e do LEa EPOhr (painel E) 4 pg, obtida pelo programa
IMAGEMASTEI®. ...t s s en st en s 50

Figura 4.11: Gel de IEF das diluigdes do PPl e IFA EPOhr analisado pelo programa
ImageMaster® (GE Healthcare). Raia 1: Controle negativo (4gua WFI 4pL); Raia 2: PPI 2,5-
6,5 1:2; Raia 3: PPl 2,5-6,5 1:3; Raia 4: PPl 2,5-6,5 1:4; Raia 5: IFA EPOhr 4 pg; Raia 6:
Controle negativo (AQUA W AIL)......c.ooviiieice et 51

Figura 4.12: Curva de calibracdo do PPI 2,5-6,5 obtida pelo programa ImageMaster®........... 52

Figura 4.13: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF obtida pelo programa
ImageMaster®: Agua WFI como controle negativo (painéis A e F); PPI 1:2 (painel B); PPI
1:3 (painel C); PPI 1:4 (painel D); IFA EPOhr 4 pg (painel E).........cccoevviiiiiiniiiciiinees 53

Figura 4.14: Gel de IEF do LEa EPOhr corado por nitrato de prata (A) e 0 mesmo gel apds
analise pelo programa ImageMaster® - GE Healthcare (B). Raia 1,4 e 8: Controle negativo
(Agua WFI 4puL); Raias 2, 3: PPl 2,5-6,5 4; Raia 5: IFA EPOhr 0,5 pg; Raia 6: BRP EPOhr
0,5 pg; Raia 7: LEQ EPORTE 0,5 [LE...ciiiiiiiiiieiic e 53

Figura 4.15. Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF obtida pelo programa
ImageMaster®: Agua WFI como controle negativo (painéis A, D e H); PPl 2,5-6,5 (painéis B
e C); IFA EPOhr 0,5ug (painel E); BRP EPOhr 0,5nug (painel F); LEa EPOhr 0,5ug (painel

Figura 4.16: Eletroferograma do LEa EPOhr. Pardmetros de corrida: 30kV, 300pA, 6W,
Pressdo de injecdo 50mBar, Tempo de injecdo 10 segundos, duracdo da corrida 100
ITHNIUTOS ettt bbb bbbt s e e e bbb bbbt Rt b e Rt et bbbt neeenes 58

Figura 4.17: Eletroferograma do LEa EPOhr. A: é&rea e tempo de retencdo da amostra; B: 5
das 10 replicatas realizadas. Parametros de corrida: 28kV, 300uA, 6W, Pressdo de injecao
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75mBar, Tempo de injecdo 75 segundos, temperatura 28°C, duracdo da corrida
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Figura 4.18: Eletroferograma do IFA EPOhr. A: area e tempo de retencdo da amostra; B: 5
das 10 replicatas realizadas. Parametros de corrida: 28kV, 300pA, 6W, Pressdo de injecdo
75mBar, Tempo de injecdo 75 segundos, temperatura 28°C, duragdo da corrida
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Figura 4.19: Eletroferograma do BRP EPOhr. A: area e tempo de retencdo da amostra; B: 5
das 10 replicatas realizadas. Parametros de corrida: 28kV, 300uA, 6W, Pressdo de injecdo
75mBar, Tempo de injecdo 75 segundos, temperatura 28°C, duracdo da corrida
0100 0SSOSR 62

Figura 4.20: Eletroferograma representativo das trés amostras analisadas. A: BRP EPOhr; B:
IFA EPOhr; C: LEa EPOhr. Parametros de corrida: 28kV, 300uA, 6W, Pressdo de injecao
75mBar, Tempo de injecdo 75 segundos, temperatura 28°C, duracdo da corrida
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Figura 4.21: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr. Raia 1: Padrbes de peso molecular; Raia 2:
Tampao de amostra (controle negativo); Raia 3: LEa EPOhr 10 ng dessalinizado; Raia 4: LEa
EPOhr 10 pg dessalinizado; Raia 6: LEa EPOhr 10 pg ndo dessalinizado; Raia 7: LEa EPOhr
10 pg ndo dessalinizado; Raia 9: solu¢dao de formulagdo EPOhr 10uL e Raia 10: solugdo de
formulag@o EPORE TOWL. ......oiiiiiiiiii e 67

Figura 4.22: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% em condic¢des desnaturantes do LEa
EPOhr. Raia 1: Padrdes de peso molecular; Raia 2: Tamp&o de amostra (controle negativo);
Raia 3: LEa EPOhr 0,5 pg; Raia 4: LEa EPOhr 1 pg; Raia 5: LEa EPOhr 2 ng; Raia 6: LEa
EPOhr 4 ng; Raia 7: LEa EPOhr 6 pg; Raia 8: LEa EPOhr 8 pg; Raia 9: LEa EPOhr 10pug e
Raia 10: LEQ EPORE T51.....ciiiiiiiieie ettt 68

Figura 4.23: Curva de calibracéo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr (0,5
pga 15 pg), obtida pelo programa ImageMaSter® .................................................................... 69

Figura 4.24: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padrdo de
peso molecular (painel A), do Tampao de amostra (painel B) e do LEa EPOhr 0,5ug, 1 pg, 2
pg, 4 pg, 6 pg, 8 pug, 10 pg e 15 pg (painéis C a J, respectivamente), obtida pelo programa
IMAGEMASEEL ...t e e s s eeeee e s e s es e ee s e e ee et en s ee e e ereees 70

Figura 4.25: Relacdo entre a quantidade de massa do LEa EPOhr aplicada no gel com o
volume de banda (A), altura do pico (B) e area de banda (C) obtida por cada banda
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Figura 4.26: Grafico comparativo do volume da banda entre as 7 replicatas do gel realizado
para avaliagdo do parametro liNEAridade. ..........coevveiieiieiesiece e 72

Figura 4.27: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr analisada pelo programa ImageMaster® (GE
Healthcare). Raia 1. Padrdes de peso molecular; Raia 2: Tampdo de amostra (controle



XiX

negativo); Raia 3: LEa EPOhr 4,0 ug; Raia 4: LEa EPOhr 6,0 pg; Raia 5: Tampao de amostra
(controle negativo); Raia 6: LEa EPOhr 8,0 pug; Raia 7: LEa EPOhr 10,0 pg; Raia 8: Tampao
de amostra (controle negativo); Raia 9: LEa EPOhr 12pg e Raia 10: LEa EPOhr

Figura 4.28: Curva de calibragcdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr,
obtida pelo Programa IMagEMASIEI®.............o..oveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e eeeeseeeee s es e eseeese s esee s 72

Figura 4.29: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padrdo de
peso molecular (painel A), do Tampdo de amostra (painel B, E e H) e do LEa EPOhr 4pg, 6
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Figura 4.30: Curva entre o volume de banda e massa de proteina para avaliacdo do parametro
intervalo nas 7 replicatas do gel.........covoiiie i 76

Figura 4.31: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr analisada pelo programa ImageMaster® (GE
Healthcare). Raia 1: Padrdes de peso molecular; Raia 2: Tampdo de amostra (controle
negativo); Raia 3: LEa EPOhr 10 pg; Raia 4: LEa EPOhr 10 pg; Raia 5: Tampao de amostra
(controle negativo); Raia 6: LEa EPOhr 10 pg; Raia 7: LEa EPOhr 10 pg; Raia 8: Tampao de
amostra (controle negativo); Raia 9: LEa EPOhr 10ug e Raia 10: LEa EPOhr

Figura 4.32: Curva de calibracdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr
obtida pelo programa IMageMASIEr™.............c..oveveeeeeeeee oo e 77

Figura 4.33: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padrdo de
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Figura 4.35: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr. Raia 1: Tampdo de amostra (controle
negativo); Raia 2: Padrbes de peso molecular; Raias 3, 4, 5 e 6: LEa EPOhr 10
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Figura 4.38: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr. Raia 1: Tampdo de amostra (controle
negativo); Raia 2: Padrdes de peso molecular; Raia 3: LEa EPOhr 0,5 pg; Raia 4: LEa EPOhr
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1,0 png; Raia 5: Tampao de amostra (controle negativo); Raia 6: LEa EPOhr 2,0 ug; Raia 7:
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Figura 4.47: SDS-PAGE 15% do LEa EPOhr analisada pelo programa ImageMaster® (GE
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Figura 4.48: Avaliacdo de robustez do SDS-PAGE 12,5% com variacdo de corrente elétrica
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Figura 4.50: SDS-PAGE 12,5% analisado pelo programa ImageMaster® (GE Healthcare).
Raias 1, 3, 5,7, 9 e 10: Tampdo de amostra (controle negativo); Raia 2: Padrbes de peso
molecular; Raias 4, 6 e 8 BRP, LEa e IFA EPOhr 10 pg
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Figura 4.54: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x
7,8 mm) de 30ug de massa proteica do BRP EPOhr. A coluna analitica foi previamente
equilibrada em solucdo tampédo PBS pH6., vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100pL,
pressdo limite 10 mPa, deteccdo a 220nm. As avaliacOes foram feitas em triplicata............ 100

Figura 4.55: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x
7,8 mm) de 30ug de massa proteica do LEa EPOhr. A coluna analitica foi previamente
equilibrada em solucdo tampdo PBS pH6, vazao de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100pL,
presséo limite 10 mPa, deteccdo a 220nm. As avalia¢Oes foram feitas em triplicata............ 101

Figura 4.56: Sobreposicéo dos perfis cromatograficos do LEa EPOhr avaliada por SEC-CLAE
em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm), em diferentes concentragdes da amostra:
0,6png (azul escuro), 1,2ug (verde), 2,4ug (azul claro), 3,6ug (cinza) e 4,8
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Figura 4.57: Grafico demonstrando proporcionalidade entre massa protéica do LEa EPOhr
avaliada por SEC-CLAE e aea do pico principal observado a

Figura 4.58: Sobreposicéo dos perfis cromatograficos do LEa EPOhr avaliada por SEC-CLAE
em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) e deteccdo a 220nm. Em cada uma das trés
corridas cromatograficas foram aplicados 4,89 de LEa

Figura 4.59: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x
7,8 mm) de 4,8ug de massa proteica do IFA EPOhr. A coluna analitica foi previamente
equilibrada em solucdo tampédo PBS pH6., vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100pL,
presséo limite 10 mPa, deteccdo a 220nm. As avalia¢Oes foram feitas em triplicata............ 105
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Figura 4.60: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x
7,8 mm) de 30ug de massa proteica do IFA EPOhr. A coluna analitica foi previamente
equilibrada em solucdo tampéo PBS pH6., vazéo de 1,0 mL/min, volume de injecédo 100pL,
pressdo limite 10 mPa, detecgcdo a 220nm. As avaliagdes foram feitas em triplicata............ 105

Figura 4.61: Integracdo dos cromatogramas do LEa EPOhr (em azul) e IFA EPOhr (em
vermelho) com 4,8ug de massa. Coluna analitica TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) 5um
equilibrada em solucdo tampédo PBS pH6., vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100uL,
pressao limite 10 mPa, deteCCA0 @ 220NM.......coiuiiiiieiie it ree 106

Figura 4.62: Integracdo dos cromatogramas do LEa EPOhr (em azul), IFA EPOhr (em
marrom) e BRP EPOhr (em vermelho) com 30ug de massa. Coluna analitica TSK Gel G2500
SWxI (300 x 7,8 mm) 5um equilibrada em solucéo tampéo PBS pH6., vazdo de 1,0 mL/min,
volume de injecdo 100puL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a 220NM........ccccevvvvvvveiesneenne. 107

Figura 4.63: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x
7,8 mm) de 30pg de massa proteica do LEa EPOhr dessalinizado em coluna Amicon®Ultra
10.000. A coluna analitica foi previamente equilibrada em solu¢do tampdo PBS pH6., vazéo
de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100uL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a 220nm. As
avaliagOes foram feitas em triPlCAta. ..........cooviiiiieiee e 109

Figura 4.64: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x
7,8 mm) de 30ug (em vermelho) e 4,8ug (em azul) de massa proteica do LEa EPOhr. A
coluna analitica foi previamente equilibrada em solugdo tampdo PBS pH6, vazdo de 1,0
mL/min, volume de injecdo 100pL, pressao limite 10 mPa, deteccdo a

Figura 4.65: Integracdo dos cromatogramas do LEa EPOhr nativo (em vermelho), submetido
a 60°C durante 12h (em azul) e submetido a 60°C durante 24h (em verde) obtidos da analise
por SEC-CLAE em coluna analitica TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) 5um equilibrada
em solucdo tampéo PBS pH6, vazédo de 1,0 mL/min, volume de inje¢do 100uL, pressao limite
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Figura 4.66: Cromatografia em Fase Reversa de 30ug de massa do LEa EPOhr realizada em
triplicata. Em cinza: branco realizado com fase mével A (TFA 0,1%); em verde: Gradiente de
concentracdo; em azul e coral: LEa EPOhr 30 pg. Coluna analitica Vydac C8 (150 x 4,6 mm)
5um, vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100uL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a

Figura 4.67: Cromatografia em Fase Reversa de 30pg de massa do IFA EPOhr realizada em
triplicata. Em marrom: branco realizado com fase mével A (TFA 0,1%); em verde: Gradiente
de concentracdo; em azul claro, azul escuro e coral: IFA EPOhr 30 pg. Coluna analitica
Vydac C8 (150 x 4,6 mm) 5um, vazdode 1,0 mL/min, volume de injecdo 100uL, pressdo
limite 10 mPa, deteCCA0 @ 220NIM......ccuiiieiieiieie e esie e e et sreeae e nre e e 114
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Figura 4.68: Comparacdo entre os perfis cromatograficos das amostras analisadas em fase
reversa: LEa EPOhr (em zul escuro); IFA EPOhr (azul claro) e BRP EPOhr (em vermelho).
Em linha verde pontilhada: branco realizado com fase mével A (TFA 0,1%); em linha verde
continua: gradiente de concentracdo. Coluna analitica Vydac C8 (150 x 4,6 mm) 5um, vazao
de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100uL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a

Figura 4.69: Esquema representativo dos perfis cromatograficos de LEa EPOhr 30 pg
utilizando gradiente linear com 5 volumes de coluna (A) e 10 volumes de coluna (B). Linha
pontilhada: Detec¢do a 280nm; linha continua: deteccdo a 220nm; em marrom: condutividade.
Coluna analitica Vydac C8 (150 x 4,6 mm) 5um, vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecéo
100pL, pressdo limite 10 mPa, deteCGa0 @ 220NM.......ccvviiiiiiriiiiiriiiieiee e 117

Figura 4.70: Integracdo dos cromatogramas das réplicas do LEa EPOhr em fase reversa(A).
Aumento do pico cromatografico referente a EPOhr (B). Coluna analitica Bakerbond WP
C18, 5 um, 4,6 x 100mm, vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100uL, deteccdo a

Figura 4.72: Integracdo dos cromatogramas das réplicas do MR EPOhr em fase reversa(A).
Aumento do pico cromatogréafico referente a EPOhr (B). Coluna analitica Bakerbond WP
C18, 5 um, 4,6 x 100mm, vazdo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100uL, deteccdo a

Figura 4.73: Integracdo dos cromatogramas das réplicas do LEa EPOhr acrescido de albumina
em fase reversa(A). Aumento do pico cromatogréafico referente a EPOhr (B). Coluna analitica
Bakerbond WP C18, 5 um, 4,6 x 100mm, vazédo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100uL,
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Figura 4.74: Gréfico da area obtida por RP-CLAE versus concentracdo da EPOhr no LEa
aCreSCIA0 A AIDUMINGL ..ot nre s 122
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RESUMO

A Eritropoetina € uma glicoproteina produzida pelo rim que atua como fator hormonal na
formacéo de eritrdcitos. A clonagem do gene da Eritropoetina Humana levou a producdo da
proteina recombinante (EPOhr) para o tratamento de anemias associadas a insuficiéncia renal
crbnica, uso terapéutico de Zidovudina, tratamentos oncoldgicos e reducdo de transfusdes
sanguineas. O controle de qualidade de proteinas recombinantes requer a combinacdo de
metodologias para a completa identificacdo, caracterizacdo e avaliacdo da poténcia biologica.
Dentre as metodologias preconizadas para analise da homogeneidade da EPOhr pela
Farmacopéia Européia (F.E.) e pelo Centro de Inmunologia Molecular (CIM), destaca-se a
Focalizacdo Isoelétrica (IEF), Eletroforese Capilar de Zona (CZE), Eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por
Exclusdo Molecular (SEC-CLAE) e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase
Reversa (RP-CLAE). O objetivo do presente estudo foi padronizar e otimizar tais
metodologias conforme recomendacdes da F.E. e do CIM, visando ao controle de qualidade
do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) da EPOhr em Bio-Manguinhos. Além disso, através
dessas técnicas avaliou-se uma amostra referente a um Lote Experimental contendo arginina
(LEa) em comparacdo com a Preparacdo de Referéncia Bioldgica (BRP) da F.E. Assim como
as demais proteinas glicosiladas, a EPOhr compreende uma mistura de isoformas relacionada
ao grau de glicosilagdo e a presenca de &cido siélico, o que foi evidenciado através das
técnicas de IEF e CZE. Foram detectadas de 7 a 9 isoformas em IEF e 8 isoformas em CZE
com os percentuais de cada uma de acordo com as especificagBes vigentes. O valor médio de
PM da trés amostras da EPOhr (IFA, LEa e BRP) estimado foi de 31,53 kDa através da SDS-
PAGE, onde detectou-se uma unica banda eletroforética difusa de acordo com dados do CIM
e da literatura. Além disso, os parametros para a validacdo das técnicas IEF e SDS-PAGE
foram avaliados conforme a RE 899 da ANVISA e comprovam a sua reprodutibilidade. A
SEC-CLAE e RP-CLAE demonstraram que a amostra analisada LEa ndo obteve percentual de
pureza conforme as especificacbes da F.E. Entretanto, tais metodologias demonstraram-se
eficazes e reprodutiveis para andlise da pureza do produto intermediario da EPOhr, tendo em
vista os perfis dos cromatogramas obtidos em concordancia com as especificacbes e com
baixa discrepancia entre as réplicas. Conclui-se que apds a completa validagdo das técnicas
padronizadas no presente estudo, sera possivel a implantacdo na rotina do Controle de
Qualidade em Bio-Manguinhos/Fiocruz uma adequada analise do IFA EPOhr quanto a sua
homogeneidade.
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ABSTRACT

The Erythropoietin is a glycoprotein produced by the kidney that acts as a hormonal factor in
the formation of erythrocytes. The cloning of the human erythropoietin gene led to the
production of recombinant protein (EPOhr) for treatment of anemias associated with chronic
renal therapeutic, use of zidovudine, cancer treatments and reduction of blood transfusion.
The quality control of recombinant proteins requires the combination of methodologies for
complete identification, characterization and evaluation of the biological potency. Among the
methodologies advocated by the European Pharmacopoeia (E.P.) and the Center of Molecular
Immunology (CIM) for the analysis of homogeneity of EPOhr stands the Isoelectric Focusing
(IEF), Zone Capillary Electrophoresis (ZCE), Electrophoresis denaturing polyacrylamide gel
(SDS-PAGE), High Performance Liquid Chromatography by Size Exclusion (SEC-HPLC)
and High Performance Liquid Chromatography by Reversed Phase (RP-HPLC). The aim of
this study was to standardize and optimize methodologies such as recommendations from F.E.
and CIM in order to quality control of Active Pharmaceutical Ingredient (IFA) of EPOhr in
Bio-Manguinhos. Furthermore, using these techniques a sample is evaluated referring to an
experimental plot containing arginine (LEa) compared with the Biological Reference
Preparation (BRP) of E.F. Like other glycosylated proteins, the EPOhr comprises a mixture of
isoforms related to the degree of glycosylation and the presence of sialic acid, which was
evidenced through the techniques of CZE and IEF. Were detected 7-9 isoforms in IEF and 8
isoforms in CZE with the percentages of each in accordance with the specifications in force.
The average value of PM of the three samples (IFA, LEa and BRP EPOhr) was 31.53 kDa
estimated by SDS-PAGE, which detected a single electrophoretic band diffuse according to
the CIM and literature. Moreover, the parameters for the validation techniques IEF and SDS-
PAGE were evaluated according to RE 899 ANVISA and prove their reproducibility. The
SEC-HPLC and RP-HPLC showed that the sample analyzed as LEa not obtained purity
percentage as specified by E.F. However, these methods proved to be effective and
reproducible for analysis the purity of intermediate product of EPOhr, because of the profiles
of chromatograms obtained in accordance with the specifications and with low discrepancy
between replicas. We conclude that after full validation of standardized techniques in this
study, it will be possible to implement in routine Quality Control in Bio-Manguinhos/Fiocruz
an adequate analysis of IFA EPOhr as homogeneity.



1- INTRODUCAO

1.1- Biofarmacos

A biotecnologia moderna, baseada na tecnologia do DNA recombinante, emergiu no
inicio dos anos 70 como uma oportunidade desafiadora para o desenvolvimento de novas
proteinas terapéuticas, os biofarmacos. Em 1982 iniciou-se a producdo e comercializacdo da
insulina recombinante e, em 1985, do horménio de crescimento humano. Atualmente, muitas
drogas recombinantes para o tratamento de diversas doencas ja tiveram sua comercializacdo
autorizada pelas agéncias regulatorias e outras se encontram em estagio de aprovacao (Damm,
1998; Khafagy & Morishita, 2012).

Os biofarmacos sdo medicamentos bioldgicos obtidos industrialmente de
microrganismos ou celulas modificadas geneticamente, cultivadas em reatores, para a
producdo de determinadas proteinas que sdo idénticas ou muito parecidas com as proteinas
humanas. Tais medicamentos sdo produtos gerados empregando tecnologia molecular e
expressos em grandes quantidades, geralmente em células bacterianas ou células de
mamiferos (Damm, 1998; Kaltashov et al. 2012). As principais aplicacdes da biotecnologia
moderna na area de salde sdo 0 uso da engenharia genética para a producdo de biofarmacos,

vacinas e reativos para diagnostico (Werner, 2004).

No Brasil, cabe a ANVISA/MS, dentre outras competéncias, a concessdo do registro
do produto bioldgico, ap6s criteriosos estudos e analises técnico-cientificas e regulatorias.
Todo medicamento comercializado no mercado farmacéutico deve, obrigatoriamente, ser
registrado conforme legislacdo vigente. ApOs o registro € iniciado em trabalho de
monitoramento pds comercializagdo (Farmacovigilancia), em que € monitorado a sua
seguranca, eficicia e qualidade terapéutica. Caso o produto seja comercializado sem o devido
registro no orgdo regulador, serd prontamente recolhido e a empresa produtora sofrera as
penalidades cabiveis, conforme Lei n° 6437, de 20 de agosto de 1977 (Brasil, 2010).
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Os produtos biolégicos devem ser submetidos a estudos de estabilidade para a
definicdo de prazos de validade. Tais estudos devem contemplar os resultados das analises,
justificando o prazo de validade sob as condi¢fes de armazenamento estabelecidas. Além
disso, os estabelecimentos fabricantes de biofarmacos sdo submetidos a inspecéo para fins de
emissdo do Certificado de Boas Préaticas de Fabricagdo (BPF). Caso os produtos biol6gicos
apresentem reacgdes adversas, especialmente devido ao uso inadequado, deve-se comunicar
aos profissionais de saude, que as notificardo ao Centro Nacional de Monitoramento de
Medicamentos (CNMM), da Unidade de Farmacovigilancia/ANVISA/MS (Brasil, 2010).

Na eventualidade de deteccdo de indicios de fraudes, falsificaces, adulteracoes, estas
sdo, imediatamente, notificadas pelo setor competente da ANVISA/MS aos 6rgdos do Sistema
Nacional de Vigilancia Sanitaria (SNVS), para providéncias cabiveis. A validade do registro
de produto bioldgico sdo cinco anos, contados da data de sua publicacdo no Diario Oficial da
Unido. Apos este periodo, caso a empresa detentora ndo solicite a revalidacdo do registro, este

seré considerado caduco, sendo, por conseguinte, cancelado (Brasil, 2010).

A indistria de biofarmacos vem crescendo substantivamente convertendo-se
rapidamente em um setor estratégico de alto valor econémico em varios paises e regies do
mundo e hoje representa cerca de 84 biomedicamentos de uso geral na medicina. Mais ou
menos 500 biofdrmacos estdo em ensaios clinicos, assegurando o crescimento deste setor. Os
principais focos séo para o tratamento do cancer, enfermidades infecciosas e cardiovasculares.
(Werner, 2004; Khafagy & Morishita, 2012).

Os produtores nacionais tém interesse significativo no setor de biofarmacos e vém
fazendo um alto investimento neste mercado. Os produtos biotecnoldgicos estdo incluidos em
diferentes programas de governo e uma vez que sao produtos de alto valor agregado e alto
custo, consomem uma parcela significativa do orcamento para satde. Desta maneira, ha um
grande interesse do governo brasileiro que produtos biotecnoldgicos estejam cada vez mais
disponiveis no mercado para que seu acesso seja ampliado, sendo sempre resguardadas as

questdes de eficacia e seguranca (ANVISA, 2011).

Neste sentido, desde o ano de 2009, diversas questfes relacionadas aos produtos
biotecnoldgicos e o aumento da capacidade nacional de producdo dos mesmos vem sendo
discutidas no Grupo do Complexo Industrial da Saude (GECIS). Entre as diversas
necessidades observadas por este grupo, houve o apontamento da necessidade de revisao do
marco regulatério para registro de produtos bioldgicos, categoria em que estdo enquadrados
o0s produtos biotecnoldgicos no Brasil (ANVISA, 2011).
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A categoria de produto bioldgico era mencionada na Resolucdo da Diretoria Colegiada
(RDC) n° 315/05 da ANVISA, que versa sobre o Regulamento Técnico de Registro,
Alteracdes P0Os-Registro e Revalidacdo de Registro dos Produtos Bioldgicos Terminados, a
qual considerava 0s seguintes medicamentos biolGgicos: vacinas, soros hiperimunes,
hemoderivados, biomedicamentos (obtidos a partir de fluidos bioldgicos ou de tecidos de
origem animal e obtidos por procedimentos biotecnoldgicos), anticorpos monoclonais,
medicamentos contendo microrganismos vivos, atenuados ou mortos, probioticos e alérgenos.
Em dezembro de 2010, foi publicada a RDC n° 55/2010, a qual revogou a RDC n° 315/05 e
atualmente é o marco regulatorio para registro de produtos biolégicos. Para elaboracdo deste
documento, foram considerados os marcos regulatérios e guias de diferentes agéncias no
mundo, como Health Canada (Canada), European Medicines Agency - EMA (Europa), Centro
para el Control Estatal de Medicamentos, Equipos y Dispositivos Médicos - CECMED
(Cuba), Korae Food and Drug Administration - KFDA (Coréia), e o guia publicado pela
Organizacdo Mundial da Saiude (OMS), especifico para registro de produtos bioterapéuticos
similares (Brasil, 2005; Brasil, 2010; WHO, 2011).

No decorrer do ano de 2011, as Coordenactes de Pesquisa Clinica e de Registro de
Produtos biologicos da ANVISA realizaram diversas reunides com diferentes industrias
nacionais para acompanhamento do desenvolvimento de produtos bioldgicos. Uma agédo
importante foi a disponibilizacdo do marco regulatério completo para registro de produtos
bioldgicos, incluindo as normas de registro RDC n° 55/2010 e pos-registro RDC n° 49/2011,
entre outras resolugdes necessarias para 0 registro e pos-registro de produtos bioldgicos. A
publicacdo das bases legais para registro de produtos biologicos foi feita em parceria com a
ABDI (Agéncia Brasileira de Desenvolvimento Industrial) e estd disponivel também em
formato eletrénico no sitio eletronico da ANVISA no link de produtos biolégicos (Brasil
2010; Brasil, 2011).

Outra iniciativa importante foi a criacdo da Camara Técnica de Produtos Bioldgicos
(CATEBIO), de acordo com a RDC n° 53, aprovada na reunido da Diretoria Colegiada da
ANVISA e publicada no Diario Oficial da Unido, no dia 20 de outubro de 2011. A CATEBIO
é uma instancia colegiada, de natureza consultiva, vinculada tecnicamente a Coordenacdo de
Registro e Produtos Bioldgicos (CPBIH), da Geréncia de Avaliacdo de Eficécia e Seguranga
(GESEF), e a Geréncia-Geral de Medicamentos (GGMED), formada por especialistas de
notdrio saber na area clinica e de biotecnologia, isentos de qualquer conflito de interesse. Na

CATEBIO sdo discutidos tanto temas especificos, como o desenvolvimento e registro de
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produtos biolégicos, quanto questdes mais amplas, como o estabelecimento de diretrizes e a

elaboracdo de guias por categoria de produtos (Brasil, 2011).

1.1.1- Producéo de biofarmacos

A primeira etapa para o desenvolvimento de um biofarmaco consiste em modificar
geneticamente uma célula ou microrganismo pela introdugdo de uma sequéncia de DNA que
produza a proteina de interesse. A célula é conservada e suas réplicas sdo cultivadas durante o
processo produtivo, no qual, sob certas condi¢fes de crescimento inicia-se a recuperacao da
proteina, juntamente a outros residuos celulares remanescentes do cultivo. Posteriormente,
esse extrato é submetido a purificacdo, que implica em varias etapas e utilizam uma
diversidade de operacdes unitérias e processos, até obter o componente ativo purificado. Por
altimo, o concentrado proteico € filtrado, estabilizado e formulado. Nesta fase, sdo iniciados
os estudos pré-clinicos e, dependendo do produto, estudos de bioequivaléncia, bioestabilidade
e, ensaios clinicos para o tratamento terapéutico ou profilaxia. Para obter a indicacéo
terapéutica desejada, € importante garantir que o produto seja resultante de um processo
validado e amplamente controlado ao longo de todas as etapas de manufatura (Mosaabadi,
2006; Khafagy & Morishita, 2012).

No processo produtivo, sdo detectadas impurezas oriundas, respectivamente, do
processo fermentativo (componentes extracelulares e da lise celular) e do proprio produto
(proteinas celulares do microrganismo), tornando a purificacdo um grande desafio. Dentre as
impurezas inerentes ao extrato bruto dos microrganismos estdo relacionados fragmentos da
propria célula hospedeira, endotoxinas e acidos nucléicos. Consequentemente, o desenho do
processo para purificar o produto desejado, a fim de se obter uma proteina com altos padrbes
qualitativo e quantitativo, é uma tarefa fundamental. Antes da inicializacdo da escala de
producdo, o processo deve ser otimizado e caracterizado em cada etapa para que se obtenha
um produto seguro e de alta qualidade (Mosaabadi, 2006).

Quando comparada as drogas sintéticas, as proteinas terapéuticas possuem alta
especificidade e atividade em concentracdes baixas, 0 que reduz o potencial de toxicidade.
(Chuan & Robinson, 2001). Entretanto, devido a relevancia do controle de processo associado
com a produgdo de biofarmacos e materiais derivados de biotecnologia, grande atengéo e

cuidados devem estar voltados para a necessidade de um monitoramento, incluindo conteido
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genético do sistema de expressdo, particulas virais, expressao de genes retrovirais endégenos

e outros agentes adventicios microbianos (Brinks et al. 2010).

Para um produto obtido por sintese quimica, o qual é composto de uma molécula
menor, alguns ensaios de bioequivaléncia com o produto original poderdo ser suficientes.
Entretanto, para demonstrar a compatibilidade de um biofarmaco, precisa-se de muito mais
rigor, devido as inimeras etapas para a sua producao, utilizando procedimentos de manufatura
e controle bem estabelecidos, com ensaios de toxicidade, farmacocinética in vivo,
farmacodinamica e, essencialmente, ensaios de imunogenicidade, além dos outros ensaios

clinicos de seguranca e eficacia necessarios em cada caso (Roche, 2007; Brasil, 2010).

A maioria das proteinas de uso terapéutico consiste de moléculas complexas e
glicosiladas. As cadeias de carboidratos em glicoproteinas sdo relativamente longas e se
localizam na parte externa da molécula. Esta grande proporcdo de carboidratos, associada a
sua localizacdo periférica, influencia fortemente nas propriedades fisico-quimicas das
glicoproteinas. Quando cadeias de carboidratos sdo removidas de uma glicoproteina, sua
massa molar é reduzida em até 40% e a molécula torna-se menos hidrofilica, o que se reflete
na queda de sua solubilidade e na formacdo de agregados insoltveis. Além disso, sua
estabilidade bioquimica é afetada, ja que fica mais sujeita a protedlise e desnaturacdo (Damm,
1998; Khafagy & Morishita, 2012).

1.2- Eritropoetina Humana

A Eritropoetina (EPO) é uma glicoproteina produzida pelo rim, mais precisamente
pelas células adjacentes aos tObulos proximais renais, sendo sua producdo estimulada por
hipéxia. Ela atua como fator hormonal de estimulacdo mitética e de diferenciacéo,
aumentando a formacdo de eritrécitos maduros a partir das células progenitoras eritroides
(Eschbach & Adamson, 1985). A Eritropoetina circulante se liga aos receptores na superficie
de células eritréides progenitoras resultando em replicagdo e maturacdo de eritrocitos
funcionais (Lacombe & Mayeux, 1999; Chateauvieux et al. 2011).

Esta glicoproteina contem 166 aminoacidos e uma massa molar que varia entre 34 e 40
kDa, dos quais 40% sdo carboidratos. Os agucares presentes em sua estrutura contribuem para
sua solubilidade, metabolismo in vivo e processamento celular (Gokana et al. 1997).

Apresenta em sua estrutura trés sitios de N-glicosilacdo (Asn24, Asn38 e Asn83) e um de O-
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glicosilacdo (Ser126), alem de duas pontes dissulfeto, sendo uma entre Cys7 e Cys161 e outra

entre Cys29 e Cys33, como demonstrado na figura 1.1 (Zhang et al. 2009).

Figura 1.1: Estrutura tridimensional da Eritropoetina Humana, demonstrando trés sitios de N-glicosilagdo
(Asn24, Asn38 e Asn83) e um de O-glicosilacdo (Ser126). (Protein Data Bank, 2003).

A forma ativa do hormdnio, que circula no plasma e interage com as celulas-alvo,
sofre um processo proteolitico na extremidade C-terminal perdendo o ultimo residuo de
arginina, portanto, a EPO ativa apresenta 165 aminodcidos. Sua estrutura terciaria é globular,
caracterizada por quatro hélices o e duas folhas B anti-paralelas (Figura 1.2) (Wang et al.
1985; Lai et al. 1986; Recny et al. 1987; Choi et al. 1996).

Figura 1.2: Estrutura tridimensional da Eritropoetina Humana na sua forma ativa, circulante no plasma (NCBI,
2011).



Assim como as demais proteinas glicosiladas, a EPO compreende uma mistura de

isoformas heterogéneas, relacionada ao grau de glicosilacdo e a auséncia ou presenca de

residuos de acido sialico com variado grau de acetilacdo. Portanto, o grau de sialiagdo das

cadeias polissacaridicas influencia fortemente na mobilidade eletroforética e no ponto

isoelétrico (pl) da molécula (Gokana et al. 1997). Estudos demonstram que o ponto isoelétrico
da EPO varia entre 4,5 e 5,0, aproximadamente (Lai et al. 1986; Choi et al. 1996; Tanaka &

Nangaku, 2012). Os residuos glicidicos da EPO podem ser visualizados na figura 1.3, na qual

se observa a presenca de N-acetil glicosamina (GIcNAc), fucose (Fuc), &cido siélico (S),

manose (Man), galactose (Gal) e N-acetil galactosamina (GalNAc).

O-Glicosilacao:

Asn (24, 38, 83)

w16

NAcGlc
@ B1,4

NAcGlc

N-Glicosilagao:

31,4

«1,3

B 1.4

Figura 1.3: Estrutura das cadeias glicidicas da Eritropoetina Humana (Kratje et al., 2004).



1.2.1- Breve histoérico

A hipétese referente ao controle da eritropoiese por um fator humoral foi
primeiramente formulada por Carnot e De Flandre (1906) ao verificarem um aumento de 20 a
40% no numero de globulos vermelhos em coelhos, dois dias apds receberem uma unica
injecdo de soro proveniente de coelhos tornados anémicos por flebotomia, dando a esse
provavel fator o nome de hemopoietina. Posteriormente, os resultados de Hjort (1936),
Krumdieck (1943) e Erslev (1953), demonstraram que a injecdo de grandes volumes de
plasma ou soro, provenientes de coelhos submetidos a sangramento determinava em coelhos
normais um rapido aumento de reticuldcitos no sangue periférico, provando a existéncia de
um fator humoral no controle da eritropoiese. Somente quase meio século ap6s, Bonsdorff &
Jalavisto (1948), propuseram uma denominacdo mais apropriada de Fator Estimulante da
Eritropoiese ou Eritropoetina (EPO), cujo papel humoral foi corroborado por Reissmann em

1950, que a evidenciou no sangue de animais submetidos a hipdxia.

O local de producdo da EPO foi muito controverso até 1957, quando Jacobson e
colaboradores apresentaram uma hipotese altamente sugestiva da sua producgédo pelos rins,
pois a nefrectomia bilateral em ratos sob sangria eliminava a resposta eritropoética.
Kuratowska e colaboradores (1961), bem como Fisher & Birdwell (1961), demonstraram que
a EPO podia ser produzida por rins isolados e perfundidos, assim como a sua producdo nao
era evidenciada em pacientes anémicos e portadores de insuficiéncia renal cronica (Fisher,
1988).

Recentemente, muitas evidéncias através de estudos in vitro e in vivo demonstraram que
a Eritropoetina tem capacidade de proteger os tecidos contra trauma, toxinas e outros danos.
Esta protecdo é principalmente mediada pela inibi¢do da apoptose, da inflamacéo e inducéo
da angiogénese devido ao aumento da EPO no tecido lesionado. Estes efeitos protetores sao
principalmente conhecidos nos tecidos cardiaco e neural (Chateauvieux et al. 2011), mas sao
também relatados na degeneracao da retina, lesdo auditiva e pancreatica (Frede et al. 2011). A
Eritropoetina humana recombinante (EPOhr), que foi desenvolvida para tratar a anemia, nao €
adequada para a protecdo dos tecidos, devido a baixa afinidade com o receptor ndo
hematopoiético, necessitando administracdo de uma excessiva concentracdo de agentes
estimuladores da eritropoiese (AES), o que implica em graves efeitos colaterais
(Chateauvieux et al. 2011; Frede et al. 2011; Grigorakaki et al. 2011).



1.3- Eritropoetina Humana Recombinante (EPOhr)

A EPO foi primeiramente isolada do plasma de ovelha anémica em 1971 (Derby et al.
1996). Posteriormente, Myake e colaboradores (1977) isolaram e purificaram o horménio da
urina de individuos portadores de Ancilostomose ou de anemia aplastica, sendo entéo
utilizada, embora de forma limitada, para fins farmacéuticos. Com o advento da engenharia
genetica, o gene codificado para EPO humana foi clonado obtendo-se entdo a EPOhr, em
cultura de células de mamiferos, como as de ovéario de hamster chinés (CHO) e de rim de
hamster jovem (BHK) (Lin et al. 1985). A partir desse evento, a obtencdo da EPO passou a
ser por tecnologia do DNA recombinante, em grande escala e altamente purificada, dando-se
0 inicio a producdo industrial biotecnoldgica da EPOhr em 1988, fato que possibilitou o seu
vasto emprego clinico no tratamento de anemias, evitando as transfusfes sanguineas (Cotes,
1988).

A glicosilagdo da EPO é um processo pés-traducdo que é influenciado pelo tipo de
célula na qual a EPO é expressa. Foi demonstrado que a EPOhr produzida em sistemas
bacterianos ndo apresenta estrutura de carboidratos devido a incapacidade dos sistemas
bacterianos fazer modificacdes pos-traducionais e, consequentemente, sua atividade bioldgica
in vivo € minima devido a reduzida meia-vida bioldgica na circula¢do sanguinea (Dordal et al.
1985; Griffiths, 1991; Grunwald, 1995). Por outro lado, as EPOhrs produzidas por 3
diferentes linhagens de células de mamiferos, demonstraram diferentes composi¢es de
isoformas e diferentes graus das propriedades bioldgicas in vivo (Storring et al. 1998; Lamon
et al. 2010; Tanaka & Nangaku, 2012).

Quando comparada a EPO humana de origem urinaria, a EPOhr produzida por cultura
de células CHO tem estruturas similares de carboidratos, e é caracterizada pela presenga de
cadeias a (31 a 39% de carboidratos) e 3 (24% de carboidratos) (Sasaki et al. 1987; Gild et al.
1996). A cadeia o apresenta maior quantidade de isoformas acidas devido a presenca de
variadas por¢cdes molares de &cido sidlico (acido N-acetilneuraminico), o qual é o Unico
glicidio que confere a carga negativa ao horménio. As trés cadeias de carboidratos N-ligados
podem conter duas ou até quatro ramificacbes com acido sidlico em suas terminagoes, € a
cadeia de carboidrato “O” ligada pode apresentar até duas ramificagdes com moléculas de
acido sialico (Figura 1.4). Desta forma, a perda total de residuos de &cido sialico resulta na
auséncia de atividade bioldgica in vivo da EPO, provavelmente decorrente da rapida

depuracdo metabodlica oferecida pelas proteinas de ligagdo das células hepéticas para a
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galactose, a qual é o penultimo sacarideo de algumas cadeias de oligossacarideos da EPO
(Dubé et al. 1988; Fukuda et al. 1989, Llop et al. 2008).
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Figura 1.4: Cadeias glicidicas de N-glicosilacdo e O-glicosilacdo mais comumente presentes na molécula de
EPOhr (Adaptado de NCBI, 2011).

A clonagem do gene da Eritropoetina Humana levou a producdo da proteina
recombinante, que recebeu aprovacdo do FDA para o tratamento da anemia associada a
insuficiéncia renal cronica (Lin et al. 1985). A Eritropoetina Humana Recombinante contém
165 aminoécidos e peso molecular de aproximadamente 34 kDa. O produto génico contem
uma sequéncia de aminoacidos idéntica aquela da eritropoetina natural, porém, apresenta um
padrdo de glicosilacdo diferente, o que resulta em diferentes perfis isoelétricos (Lasne &
Ceaurriz, 2000; Lasne et al. 2002). A complexa estrutura glicosilada da EPOhr torna
imprescindivel uma cuidadosa manutencdo das condi¢des operacionais preconizadas durante
0 processo produtivo, de modo a minimizar a heterogeneidade e, consequentemente,

maximizar o rendimento das isoformas de maior atividade bioldgica (Moraes et al. 2008).
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Alfaepoetina, betaepoetina e O0megaepoetina séo as formas da EPOhr atualmente
disponiveis no mercado para uso terapéutico. Tal classificacdo é dependente do método de
fabricacdo, sendo as duas primeiras sintetizadas a partir de células CHO, enquanto que a
altima é produzida em células BHK. Apesar de as células CHO e BHK glicosilarem proteinas
de modo bastante similar ao que ocorre na célula humana, algumas regifes de carboidratos
ndo sdo sintetizadas por estas células devido a auséncia de enzimas aguUcar-transferases
especificas. Enquanto a sintese da cadeia peptidica é geneticamente regulada, as cadeias
polissacaridicas sdo processadas e ligadas por uma série de reaces enzimaticas. Essas formas
de EPOhr sdo compostas por diversos tipos de isoformas, devido a microheterogeneidade na
estrutura do horménio provocada pela variagdo na composicao polissacaridica. As isoformas
da EPOhr diferem parcialmente em sua composicdo quando analisadas pela técnica de
focalizacdo isoelétrica. Através dessa técnica, é possivel visualizar ndo s6 maior numero de
bandas referentes as isoformas da betaepoetina, significando maior quantidade de isoformas,
bem como uma regido com bandas extras em valores de pH mais elevados, conferindo-lhes
caracteristicas mais basicas (Catlin & Hatton, 1991; Birchard, 2000; Skibeli et al. 2001).

Atualmente, outras formas de EPOhr estdo disponiveis no mercado. Darbepoetina-a
ou Nova Proteina Estimuladora da Eritropoiese (NESP) foi definida como a segunda geracéo
da EPOhr, a qual é uma glicoproteina que difere da EPO na sua forma nativa por cinco
aminoacidos permitindo a ligacdo de oligossacarideos adicionais. Além desta forma, existe a
Epoetina-d, produzida por ativagdao do gene em células de fibrossarcoma humano. A terceira
geracdo da EPOhNr € denominada Epoetina-f3 peguilada, na qual foi adicionado uma molécula
grande de polietilenoglicol, conferindo a maior meia-vida a proteina quando comparada com
as outras formas (Lamon et al. 2010; Nett et al. 2011).

1.4- Emprego terapéutico da EPOhr

A EPOhr ¢ utilizada ha pelo menos 10 anos, com eficicia e seguranca, para 0
tratamento de anemias associadas a insuficiéncia renal cronica, uso terapéutico de
Zidovudina (AZT) e tratamentos oncoldgicos em quimioterapia, assim como para reduzir as
necessidades de transfusfes sanguineas durante procedimentos cirargicos (Ludwig et al. 1990;
Miller et al. 1992, Casadevall, 2002).

Na insuficiéncia renal crénica ocorre uma diminuicdo progressiva e, geralmente,

irreversivel da funcdo renal e a anemia se apresenta como sequela desta disfuncdo. Os
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pacientes em estagio final de insuficiéncia renal requerem dialise ou transplante para a sua
sobrevida. Foi demonstrado que a eritropoetina estimula a eritropoiese tanto em pacientes
submetidos a dialise quanto naqueles que nao o fazem regularmente. A primeira evidéncia de
resposta a eritropoetina é o incremento na contagem de reticuldcitos nos primeiros 10 dias de
tratamento, seguido de um aumento na contagem de eritrécitos, hemoglobina e hematdcrito,
geralmente nas 2 - 6 semanas seguintes. Uma vez alcancada a meta proposta de hematdcrito
(33% - 36%), este nivel deve ser mantido, se ndo existir deficiéncia de ferro ou outra doenca

concomitante (Bio-Manguinhos, 2005).

O desenvolvimento da anemia nos pacientes com AIDS pode ser potencializado pelo
tratamento com AZT, requerendo-se, por este motivo, transfusdes. Segundo monografia do
produto alfaepoetina de Bio-Manguinhos/ FIOCRUZ (2011), nestes pacientes, a resposta ao
tratamento com Eritropoetina Humana Recombinante depende do nivel enddgeno da
eritropoetina, ou seja, individuos com nivel enddgeno superior a 500 mUIl/ml podem nao
apresentar resposta ao tratamento. Além disso, a anemia é frequentemente um sintoma
concomitante ao tratamento de pacientes com cancer e a origem depende de uma combinacao
de fatores, onde os efeitos tdxicos diretos dos agentes quimioterdpicos utilizados
desempenham um papel importante. Nesses pacientes, a resposta ao tratamento com EPOhr
também esta relacionada ao nivel endégeno do biofarmaco. Pacientes com nivel enddgeno

superior a 200 Ul/ml n&o respondem ao tratamento.

Até meados da década de 2000, a EPOhr era considerada ndo imunogénica, uma vez
que o desenvolvimento de anticorpos anti-EPO era extremamente raro ser relatado na préatica
clinica. Entretanto, a partir de meados da década de 2000, houve um aumento significativo
dos casos de desenvolvimento de anticorpos contra a EPOhr, o que chamou a atencédo para a
importancia de se avaliar a imunogenicidade da Eritropoetina Recombinante, causada pela
cadeia de carboidratos, utilizando ensaios sensiveis e especificos (Casadevall, 2002).

A administracdo de EPOhr resulta em um aumento da massa de células vermelhas,
aumentando assim a concentracdo de hemoglobina e poténcia aerdbica e, consequentemente,
induz uma melhoria do desempenho nas atividades fisicas. Ha evidéncias de que a EPOhr é
utilizada por atletas para melhorar seus desempenhos em competi¢Oes (Berglund & Ekblom,
1991), devido a vantagem adicional da dificil deteccdo de sua presenca na matriz bioldgica
através dos métodos analiticos convencionais por ser uma macromolécula complexa, presente
em concentragdes baixas nos fluidos bioldgicos, com estrutura bastante semelhante a da sua
forma enddgena (Bento et al. 2003). Por esse motivo, diferentes métodos para a deteccdo do

uso indevido da EPOhr tém sido descritos, tais como separacdo das isoformas da EPO
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urinéria por Focalizacdo Isoelétrica (Lasne & Ceaurriz, 2000) e por técnicas indiretas no
sangue, utilizando-se marcadores que possam identificar eritropoiese alterada (Gore et al.
2003, Lamon et al. 2010).

De modo a evitar 0 uso de EPOhr com a finalidade de aumento de desempenho
esportivo, foram lancados programas educativos sobre os riscos dos efeitos colaterais
potenciais, mostrando que as doses administradas em pacientes para elevar o valor de
hematdcrito ndo poderiam ser extrapoladas para pessoas sadias, além do que, mesmo apds a
interrupcdo da sua administracdo, o efeito do horménio sobre a medula 6ssea poderia
continuar por mais alguns dias e o hematocrito tenderia a aumentar até atingir niveis
perigosos (Bento et al. 2003). A desidratacdo, frequente durante e apds o esforgo fisico
intenso de uma competicdo, aliada a hemoconcentracdo, poderia acarretar risco iminente a
salide, por aumento da viscosidade sanguinea e reducdo do débito cardiaco, levando a quadros

de hipertensdo e possiveis eventos trombaticos (Catlin & Hatton, 1991; Birchard, 2000).

1.5- Purificacéo da EPOhIr

Antes de iniciar qualquer processo de purificacdo de proteinas, € necessario selecionar
ensaios bioquimicos apropriados para detectar e quantificar a proteina de interesse.
Primeiramente, deve-se analisar a funcdo da proteina, ou seja, se for uma enzima, deve-se
medir sua capacidade de converter um substrato em produto. Quando a proteina de interesse
ndo possui atividade enzimatica, pode ser quantificada imunologicamente, tipicamente por

Western blot, ou por medicdo de densitometria (Ward & Cormier, 1979).

Embora seja esperado que a pureza ira aumentar a cada etapa de purificacdo, nao
existe um valor maximo definido. O nimero de etapas de purificacdo origina uma curva
hiperbolica, que atinge o ponto méximo quando a proteina esta pura. A confirmacdo do
alcance da pureza maxima pode ser realizada de diferentes maneiras, cujos critérios aceitos
para as proteinas de maneira geral incluem parametros, tais como: Unico pico cromatografico
de alta resolucdo em um cromatograma; uma unica banda em SDS-PAGE; peso molecular
Unico determinado por espectrometria de massa e uma unica banda no gel de focalizacdo
isoelétrica (Ward & Swiatek, 2009). Este Gltimo parametro ndo se aplica a EPOhr, visto que
esta glicoprotéina compreende em uma mistura de isoformas, apresentando por isso mais de

uma banda na anélise por focalizacéo isoelétrica (Gokana et al. 1997)
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O trabalho de Broudy et al. (1988) representou um marco, ja que pela primeira vez a
EPO urinaria foi substituida pela EPO recombinante. O sobrenadante de cultivo contendo
células BHK foi aplicado em colunas com Cibacron Blue, Mono Q e fase reversa. Este
procedimento, cuja recuperacao global foi de 35%, resultou em um grau de purificacdo de até
160 vezes e com atividade especifica de 84.000 U/mg. A fracdo pura da proteina apresentou
uma unica banda de 34 kDa em SDS-PAGE, o que prova a importancia da expressdo de
glicoproteinas em células de mamiferos, capazes de realizar modificacGes pds-traducdo. A
diferenca de glicosilacdo entre a EPO urinaria e a recombinante pode alterar sua atividade
bioldgica in vivo ou sua meia-vida no plasma. Quelle et al. (1989), por sua vez, purificaram
EPOhr expressa em células do inseto Spodoptera frugiperda e o sobrenadante de cultivo foi
concentrado e aplicado em coluna DEAE-Sephacel. Ap6s concentracdo das aliquotas eluidas,
estas foram submetidas diretamente a cromatografia (CLAE) de fase reversa e, em seguida,
em agarose-conA. O fator de purificacdo global apos esta Ultima etapa foi de 890, com
atividade especifica de 200 U/mg. A caracterizacdo da EPOhr pura revelou a existéncia de
trés isoformas (22 kDa, 24 kDa e 26 kDa), quando as células foram cultivadas em presenga de
menos de 4% de soro fetal bovino, e uma Unica forma (26 kDa) em meio contendo mais de
4% de soro. Ensaios biolégicos mostraram, todavia, atividades equivalentes para as isoformas
de 24 kDa e 26 kDa. Portanto, os resultados provaram que o nivel de glicosilacdo limitado das
células de inseto é suficiente para se obter EPOhr com atividade in vitro. No entanto, a
auséncia de acido sialico nos sacarideos derivados nos insetos explica a falta de atividade in

Vivo.

Benghanem et al. (1994) desenvolveram um AcM anti-EPO e purificaram a EPOhr
obtida de meio de cultura contendo células linfoblastdides em duas etapas: cromatografia de
imunoafinidade (usando o anticorpo imobilizado em Sepharose_4B) seguida de cromatografia
de troca idnica com DEAE-Sepharose. A combinagdo destas duas etapas resultou em uma
EPOhr altamente purificada, com rendimento global de 50% (Kishino & Miyazaki, 1997).

Bill et al. (1997) desenvolveram um método rapido para purificar EPOhr com objetivo
de estudar sua relacdo estrutura-funcéo. Isto foi possivel através da construcdo de um sistema
de expressdo, no qual o gene do peptideo myc foi inserido na fracdo C-terminal da EPOhr.
Apos transfeccdo deste vetor, a proteina hEPO-myc foi purificada em coluna cromatogréfica
com anticorpo anti-myc imobilizado. A fim de separar as isoformas, Gokana et al. (1997)
aplicaram meio de cultura de células linfoblastdides contendo EPOhr em coluna Sepharose
anti-EPO. Além do rendimento satisfatorio de 86% desta primeira etapa, foi possivel

aumentar a atividade biolégica da EPO em 647 vezes. Em seguida, aplicou-se a fragdo eluida
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da primeira coluna em DEAESephacel, com a qual separaram-se 7 isoformas da proteina
dentre fracdes de pl basico, intermediario e acido. Devido ao elevado numero de isoformas
presentes no meio, a resolugdo do método nao foi suficiente para isolar uma unica isoforma de
EPO. Entretanto, foi obtida uma quantidade suficiente de fragOes para estimativa de pureza. O

recuperacao deste fracionamento foi de 65% da EPO aplicada na troca idnica.

A fim de desenvolver um meio livre de soro (LS) para producdo de EPOhr por uma
cultura de células CHO em suspensdo, Lee et al. (1999) utilizaram uma abordagem de
otimizacdo estatistica para determinar as condi¢fes 6timas. Uma das variaveis analisadas foi
atividade bioldgica da EPO e, por esta razao, se fez necessaria a obtencdo da proteina pura.
Sua purificacdo foi realizada com aplicacdo do sobrenadante em coluna de fase reversa. A
concentracdo de EPO no meio LS foi de 17,9 mg/mL, aproximadamente 79% da concentragao
no meio com 5% de soro. Apesar da concentracdo mais baixa em meio LS, a facilidade de
purificacdo e testes de qualidade assegurada superam esta desvantagem. Além disso, as

atividades bioldgicas tanto in vitro como in vivo de ambas as EPOs foram muito proximas.

Chung et al. (2001) estudaram o efeito do butirato de s6dio na estrutura dos N-
oligossacarideos da EPOhr produzida em células CHO. Apos purificacdo do sobrenadante da
cultura em coluna de afinidade (heparina-Sepharose) e imunoafinidade, obteve-se EPOhr
homogénea, da qual a fracdo de N-oligossacarideos foi isolada para analise por cromatografia
liquida. O trabalho mostrou que o butirato de sddio tem efeito negativo sobre a estrutura da
EPO, ja que se observou aumento da proporcdo de asialoglicanos, ou seja, oligossacarideos

com auséncia de acido sialico na estrutura.

Na pesquisa realizada por Wang et al. (2002), comparou-se a produtividade e
qualidade da EPOhr secretada por célula CHO em diferentes modos de cultura: biorreator em
leito fluidizado (Cytopilot), frascos T, frascos spinner e biorreator em tanque agitado. Em
todos os casos, a EPO foi purificada em coluna de imunoafinidade, dialisada e concentrada
com membrana de ultrafiltracdo com limite de retencdo de 10 kDa. A maior densidade celular
foi alcancada com o Cytopilot quando comparada com as demais culturas. Entretanto, o maior
valor para produtividade especifica de EPO, medida através de ELISA (Enzyme Linked Imuno
Sorbent Assay), foi na fase estacionéria das células cultivadas.

Burns et al. (2002) criaram uma EPO mutante destinada especificamente para inibir a
eritropoiese através da substituicdo de uma alanina por uma arginina na posicao 103 (EPO
R103A), impedindo assim seu reconhecimento pelo receptor da EPO. O vetor contendo a

mutagdo assim como uma cauda de histidina na posicdo C-terminal foi clonado na levedura
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Pichia pastoris. O sobrenadante resultante do cultivo das células de levedura foi aplicado em
coluna de 4 mL empacotada com NTA-Ni+2. Apds lavagem da coluna com tampdo de
equilibrio, a EPO mutante foi dessorvida com tampéo de elui¢do (imidazol 0,25 M, 0,5 M
NacCl, Tris-HCI 20 mM pH 8,0). A EPO recuperada, cuja concentracdo medida foi de 2 mg/L,

apresentou elevado grau de pureza constatado por gel de eletroforese.

Além de Inoue et al. (1994) e Lasne et al. (2002), Amadeo et al. (2003) também
exploraram a capacidade de lectinas vegetais interagirem com acucares, utilizando-as como
ligantes em cromatografia de afinidade para purificacdo da EPOhr a partir de caldo de cultura
de células CHO. Apds ensaio de hemaglutinacdo, escolheram-se as lectinas de tomate, batata,
gérmen de trigo e jiquiriti que, depois de purificadas por afinidade, foram imobilizadas em
Sepharose. O resultado da purificacdo revelou a eficiéncia da WGA, que reteve até 97% da
EPOhr presente. A cromatografia com WGA-Sepharose resultou em preparacdes de EPOhr

com até 70% de pureza em uma Unica etapa.

Apesar da disponibilidade de técnicas cromatograficas para purificacdo da EPOhr,
nem todas foram testadas em escala industrial. A fim de preencher esta lacuna, Zanette et al.
(2003) descreveram um processo para purificacdo da EPOhr em larga escala, o qual envolve
uma etapa inicial de captura da EPO por uma resina de enilborato e agarose. Os ligantes do
fenilborato formam complexos com moléculas contendo duas hidroxilas vicinais em
configuracdo cis. Apesar da formacdo de duas ligagBes covalentes, a esterificacdo é
facilmente revertida pelo deslocamento destas moléculas por compostos diol, como sorbitol
ou tampdes altamente hidroxilados como Tris (tris-hidroximetil-aminometano). Esta primeira
etapa de purificacdo da EPOhr a partir de 3,2 litros de sobrenadante de cultura de célula
animal apresentou um rendimento de 76% e fator de purificacdo de 18 vezes. Em seguida, a
EPO passou por uma etapa de cromatografia de troca aniénica em coluna SepharoseQ e, por
fim, por uma de cromatografia de fase reversa preparativa. No final desta Gltima etapa a EPO

foi recuperada com rendimento de 30% e fator de purificacdo de 97 vezes.
1.6- Transferéncia de Tecnologia

A producdo do biofarmaco Eritropoetina Humana Recombinante, em Bio-
Manguinhos, estd em processo de transferéncia de tecnologia com o Centro de Inmunologia
Molecular (CIM), situado em Havana, Cuba, a qual prevé trés etapas. A primeira é a obtencdo
do registro do produto EPOhr junto a Anvisa e o fornecimento do produto ao Ministério da
Salde. Nesta etapa, o produto é fornecido pelo CIM, envasado em frascos-ampola
(embalagem primaria) e sem rotulo (naked vial), para posterior rotulagem em Bio-



17

Manguinhos. A segunda etapa é a implantacdo do processamento final em Bio-Manguinhos
através da transferéncia da informacdo técnica de formulacao e envase do produto. Essa etapa
é subdividida em duas fases: 1) recebimento do formulado, sendo o processamento final feito
por Bio-Manguinhos; 2) recebimento do insumo farmacéutico ativo (IFA), sendo a
formulacdo e o processamento final realizados em Bio-Manguinhos. A terceira etapa € a
transferéncia de informacdo técnica para a nacionalizacdo da producdo do IFA da
Eritropoetina Humana Recombinante, sendo esta realizada nas instalagbes do Centro
Integrado de Prototipos, Biofarmacos e Reativos para Diagnostico (CIPBR) (Bio-
Manguinhos, 2008).

A assinatura do contrato de transferéncia de tecnologia entre o CIM e Bio-Manguinhos
foi realizado em agosto de 2004 e, a partir de dezembro de 2004, os Comités Técnicos e 0s
Comités Regulatorios comecaram a acontecer regularmente. A primeira etapa do processo de
transferéncia de tecnologia foi concluida em abril de 2005 e a segunda etapa teve a primeira
fase cumprida em margo de 2006. A fase dois da segunda etapa e a terceira etapa precisa da
conclusdo das obras da area de formulacdo e do CIPBR (Centro Integrado de Protétipos,
Biofarmacos e Reativos para Diagndéstico) para serem cumpridas. O CIPBR, que serd uma das
mais modernas plantas de protdtipos para desenvolvimento de vacinas, biofarmacos e reativos
para diagndstico do pais, foi programado para ser executado em trés fases. A primeira fase
(construcédo do edificio) ja foi concluida. Dois ter¢os da segunda (instalacdo dos sistemas de
ar condicionado e sua automacdo) foram realizados. A terceira etapa (execucdo das

instalacOes de arquitetura, elétrica, tubulagdo) esta em andamento (Bio-Manguinhos, 2009).

1.7- Producdo da EPOhr no Centro de Inmunologia Molecular (CIM)

O processo produtivo da EPOhr realizado no CIM, o qual serd implementado em Bio-
Manguinhos ao final das etapas de transferéncia de tecnologia do produto, foi detalhado neste
capitulo para melhor compreensdo segundo relatdrio técnico de Bio-Manguinhos (2005). A
producdo inicia-se pelo processo de fermentacdo para crescimento das células CHO e,
consequentemente, a producdo da EPOhr é realizada em biorreatores do tipo tanque agitado,
tendo a velocidade de agitacdo, temperatura, pH e concentracdo de oxigénio controlados. A
utilizacdo deste tipo de biorreator € mais um motivo para o emprego das células CHO, uma
vez que apresentam maior robustez e resisténcia ao cisalhamento em relacdo as outras

linhagens celulares. O modo de fermentacdo que se emprega no biorreator de producéo € a
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perfusdo, com alimentagdo e extragcdo continua do meio e retengdo parcial de células através
de um filtro rotatorio. O meio de cultivo utilizado € o HyQ PF-CHO, o qual é livre de

proteinas.

A purificacdo da EPOhr, presente no sobrenadante retirado dos biorreatores, é
procedida em sete etapas. A primeira etapa € uma cromatografia de afinidade usando a matriz
cromatografica Blue Sepharose Fast Flow e a coluna cromatogréafica Isopack 630/500, com o
objetivo de capturar a EPOhr e eliminar parcialmente os principais contaminantes do
sobrenadante. Neste procedimento, as proteinas se unem de forma reversivel com o corante

Cibacron Blue 3G, o qual foi acoplado covalentemente a matriz Sepharose Fast Flow.

A segunda etapa da purificacdo é uma cromatografia de exclusdo e peneiracdo
molecular usando a matriz Sephadex G-25 e a coluna BPG 450/1000, com o objetivo de
trocar o tampdo da amostra para a proxima etapa, que é uma cromatografia de afinidade por
metal imobilizado. Na terceira etapa, entdo, € utilizada a matriz Chelating Sepharose Fast
flow e a coluna BPG 300/500, visando a eliminacg&o total da fracdo de contaminantes que nao
foram removidos nas etapas anteriores de purificacdo. Nessa cromatografia de afinidade,
ocorre formagdo de um complexo metélico entre os fons Cu™" e os grupos imidazol da matriz

cromatografica, o qual adsorve reversivelmente os grupos histidina expostos das proteinas.

A quarta etapa é outra cromatografia de exclusdo e peneiragdo molecular usando a
matriz Sephadex G-25 e a coluna Quick Scale 200/950, com o objetivo de trocar o tampéo da
amostra para a proxima etapa, que ¢ uma cromatografia de troca ibnica. A quinta etapa da
purificacdo utiliza o gel Q Sepharose Fast Flow e a coluna BPG 100/500, com o objetivo de
separar as isoformas da EPOhr acidas (biologicamente ativas) das basicas, reter os acidos
nucléicos e concentrar o produto.

A sexta etapa de purificacdo é uma cromatografia de exclusdo e peneiragdo molecular,
usando a matriz Superdex 200 e a coluna BPG 100/950, com o objetivo de colocar a EPOhr
na solucdo de formulacdo. E, por fim, o produto é submetido a filtracdo esterilizante através
de membranas inertes de 0,2 um de porosidade, com a finalidade de manter o produto livre de
contaminacdo microbiana até que se submeta ao processo de formulagdo e ajuste da

concentragéo para a sua forma farmacéutica final.

A unido de dois a quatro lotes de produto purificado constitui um lote de Insumo
Farmacéutico Ativo (IFA), o qual deve conter entre 400 e 800 milhdes de Ul de EPOhr por
lote. Os lotes de IFA séo submetidos aos controles de qualidade e, de acordo com o resultado
do teste de poténcia da EPOhr, o produto é formulado através de uma dilui¢do para obter a

concentragéo final desejada (2.000 Ul ou 4.000 Ul por mL). Em seguida, o produto formulado
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final é filtrado em membrana de 0,2 um e armazenado em um frasco estéril e apirogénico a
4°C até a realizagdo do envase. O produto final a granel é envasado em frascos de 1 mL em
ambiente classe 100, inspecionados visualmente e etiquetados. O armazenamento do produto
¢ feito em camara fria (4°C) em uma é&rea de quarentena até a sua liberagdo pelo
Departamento de Controle de Qualidade. O resumo do processo produtivo de EPOhr

encontra-se exemplificado na figura 1.5.
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Figura 1.5: Etapas do processo produtivo da EPOhr no CIM.

1.8- Controle de Qualidade e Controle de Processos

A qualidade do produto biolégico no mercado farmacéutico brasileiro é regularmente
avaliada mediante a realizacdo de ensaios laboratoriais executados na Rede Brasileira de
Laboratdrios Analiticos em Saude (Reblas) e pelo Instituto Nacional de Controle de
Qualidade de Saude (INCQS), da Fundagdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ).

O Controle de Qualidade na Industria Farmacéutica consiste de um conjunto de
operacdes a fim de assegurar a obtencdo de medicamentos cada vez melhores, mais eficazes e
seguros, menos toxicos e mais estaveis. Outro objetivo do controle de qualidade é verificar se
0 produto esta em conformidade com as especificacbes farmacopeicas. Tal procedimento é
importante, visto que a ndo conformidade representa um somatorio de atribuicGes para a

empresa que podem resultar, além dos prejuizos decorrentes do retrabalho, a perda de
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credibilidade e até a cassagdo da licenca de funcionamento e do registro do produto. Além
disso, para o paciente, a falta de qualidade do medicamento ocasiona sérios transtornos com o

comprometimento da sua saude (Cooper, 1979; Gowen, 2008).

O Decreto n° 79.094, de 5 de janeiro de 1977, que Regulamenta a Lei no 6.360, de 23
de setembro de 1976, que submete a sistema de vigilancia sanitaria os medicamentos,
insumos farmacéuticos, drogas, correlatos, cosmeticos, produtos de higiene, saneantes e
outros, sdo adotadas os seguintes conceitos técnicos:Conjunto de medidas destinadas a
verificar a qualidade de cada lote de medicamentos e demais produtos abrangidos por este

Regulamento, para que satisfacam as normas de atividade, pureza, eficacia e inocuidade.

O capitulo XVII da Resolucdo RDC 17/2010 da ANVISA, define o Controle de
Qualidade como responsavel pelas atividades referentes a amostragem, as especificacdes e
aos ensaios, bem como a organizacao, a documentacao e aos procedimentos de liberacdo que
garantam que 0s ensaios sejam executados e que 0s materiais e 0s produtos terminados nédo

sejam aprovados até que a sua qualidade tenha sido julgada satisfatoria.

O Controle de Qualidade ndo deve resumir-se as operacdes laboratoriais, deve
participar e ser envolvido em todas as decisdes que possam estar relacionadas a qualidade do
produto. O Departamento de Controle de Qualidade deve estar sob a responsabilidade de uma
pessoa com qualificacdo e experiéncia apropriadas, que tenha um ou Varios laboratérios de
controle & sua disposi¢cdo com recursos adequados para garantir que todas as atividades de

controle de qualidade sejam realizadas com eficacia e confiabilidade (Brasil, 2010).

Outras atribui¢es do Departamento de Controle de Qualidade é estabelecer, validar e
implementar todos os procedimentos de controle de qualidade, avaliar, manter e armazenar 0s
padrdes de referéncia, garantir a rotulagem correta dos reagentes, padrdes e outros materiais
de sua utilizacdo, garantir que a estabilidade dos ingredientes ativos e medicamentos seja
monitorada, participar da investigacdo de reclamagdes relativas a qualidade do produto e
participar do monitoramento ambiental. Todas essas operacfes devem ser realizadas em

conformidade com procedimentos escritos e, quando necessario, registradas (Brasil, 2010).

A qualidade dos produtos e dos processos é o desafio da atualidade para manter a
competitividade e a sobrevivéncia das empresas, portanto, é preciso garantir que os produtos
gerados estdo enquadrados nos parametros de qualidade especificados (Cooper, 1979, Brinks
et al. 2010).

O controle em processo € a esséncia do gerenciamento da qualidade em todos os niveis

hierarquicos da empresa, desde o diretor aos operadores. As responsabilidades do controle em
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processo vao além de prever 0s recursos necessarios para realizacdo dos ensaios fisico-
quimicos ou microbiologicos. Trata-se de estabelecer uma sistematica de trabalho em que seja
possivel avaliar os resultados obtidos e monitorar aces tomadas para 0 ajuste dos processos,
com o objetivo de garantir que o produto cumpra as especificagcbes necessarias para sua
aprovacéo (Peixoto Jr. et al. 2005).

As atividades do controle em processo relacionadas as analises de amostras dos
produtos sdo recolhidas durante as diferentes etapas do processo produtivo. Os resultados, que
vem a ser o produto gerado das analises quantitativas ou qualitativas, norteiam a tomada de
decisbes para que se dé continuidade ao processo de producdo. O controle em processo, neste
contexto, visa atender a demanda analitica em amostras recolhidas durante a produgéo.
Portanto, é de extrema importancia para garantir a qualidade de produtos intermediarios e

finais dentro das especifica¢fes requeridas (Brinks et al. 2010).

O controle em processos esta atrelado a producéo, diferentemente das acOes relativas
ao Controle da Qualidade, que aceitam ou rejeitam lotes a partir de resultados de ensaios e
seus limites de especificacdo. As normas técnicas nacionais e internacionais para boas préaticas
de fabricacdo orientam quanto ao controle em processo e 0s pontos criticos de controle
(Peixoto Jr. et al. 2005; Hermeling et al. 2006).

1.8.1- Controle de Processos e de Qualidade para a EPOhr

Diferentemente da maioria dos medicamentos, o controle de qualidade das proteinas
recombinantes, se afigura mais complexo, pois requer a combinacdo de metodologias de
natureza fisico-quimica, imunoldgica e bioldgica, para a completa identificacao,
caracterizacdo quimica e avaliacdo da poténcia bioldgica (Gild et al. 1996). Os ensaios fisico-
quimicos fornecem o conhecimento detalhado sobre uma Unica caracteristica. Desse modo,
para uma completa avaliacdo da proteina, faz-se necessario usar uma combinacdo destas
metodologias, uma vez que estes ensaios ndo provem informacao suficiente separadamente
(Bio-Manguinhos, 2005).

A identidade da EPOhr € obtida através da eletroforese em gel de poliacrilamida nédo-
redutora, seguida da imunodetec¢do com anticorpos especificos, bem como por focaliza¢do
isoelétrica, que revelara a composicao das diferentes isoformas (Gild et al. 1996).

As variacOes da atividade biologica da EPOhr, poderdo resultar em alteracfes da sua

estrutura molecular, reconhecidamente complexa e onde se destacam numero varidvel de
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isoformas, que se diferenciam pela composicdo heterogénea de cadeias de carboidratos N-
ligados a fracdo peptidica da molécula, contendo 2, 3 ou 4 ramificagbes que, nas suas
extremidades, apresentam uma molécula de &cido sialico. Diferencas significativas entre a
composicdo dessas isoformas e propriedades bioldgicas do hormdnio, foram observadas entre
as EPOhr de diferentes procedéncias, refletindo, muito provavelmente, variagdes relacionadas
com: linhagem das células recombinantes usadas para a expressdo do hormdnio e/ou as
condicOes de cultivo destas células e/ou 0s processos empregados para a identificacdo do
horménio (Kinoshita et al. 2000).

O Controle de Processo para EPOhr produzida no CIM, realiza os seguintes ensaios
apos as etapas de purificacdo: 1) determinacdo da concentracdo de proteinas pela técnica de
espectrofotometria; 2) pureza pelo método de cromatografia em fase reversa e pela analise do
conteddo de dimeros e componentes de alto peso molecular; 3) mapeamento de peptideos; 4)
determinacdo do conteudo de &cido sialico; 5) identidade mediante eletroforese desnaturante
em gel de poliacrilamida e Western blot e pela anlise de distribuicdo de isoformas mediante
focalizacdo isoelétrica; 6) determinacdo de DNA e de proteinas contaminantes; 7)

determinacéo da concentracdo de EPO em sobrenadante por ELISA (Bio-Manguinhos, 2005).

A Farmacopéia Européia versdo 7.0 recomenda que a analise da homogeneidade da
EPOhr pode ser determinada por técnicas eletroforéticas e cromatogréaficas, tais como: 1)
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-CLAE); 2) Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia em Gel Filtracdo (GF-CLAE); 3) Western blot; 4) Eletroforese
capilar; 5) Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e 6) Focalizacao
Isoelétrica em gel de poliacrilamida (IEF-PAGE). Além disso, também se recomenda a

identificacdo de acido sidlico, mapeamento peptidico, conteddo de DNA e andlise da poténcia.

A caracterizacdo da EPOhr provou que a proteina produzida por tecnologia
recombinante é quase idéntica a EPO humana urinéria e, pode, portanto, ser utilizada
terapeuticamente. Desta maneira, 0 uso de técnicas biologicas e imunoquimicas faz-se
necessario para evidenciar a reprodutibilidade do processo de producdo, de modo que o
fabricante seja capaz de provar a qualidade do produto e garantir a sua seguranca (Gild et al.,
1996). Uma combinacdo de varios métodos analiticos é necessaria para uma caracterizagdo
completa da proteina e para controle de qualidade adequado relacionado a homogeneidade,
identidade e poténcia (Gild et al. 1996; Muller et al. 1996; Brinks et al. 2010).

Para o estabelecimento de metodos de controle confiaveis e no intuito de garantir a
qualidade dos produtos, exatiddo e veracidade das técnicas empregadas, faz-se necessario o

uso de Materiais de Referéncia (MR). No contexto atual de Bio-Manguinhos, com a
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transferéncia de tecnologia de EPOhr advinda do CIM, o estabelecimento de um MR fisico-
quimico e bioquimico comum as instituicGes, torna possivel a equivaléncia e melhor
desempenho na implementacdo de técnicas bem como o controle eficiente de testes

bioguimicos e fisico-quimicos nessa instituicao.

1.9- Analise da homogeneidade de proteinas recombinantes

A homogeneidade de proteinas recombinantes é determinada pela anélise estatistica da
variacdo entre as unidades do produto de um mesmo ou de diferentes lotes. Uma proteina
recombinante pode ser caracterizada quanto ao grau de homogeneidade para cada
caracteristica de interesse, porém, esta avaliacdo € trabalhosa, tanto fisica como
economicamente e, em alguns casos, ndo é vidvel. Desta forma, na prética, a determinacdo da
homogeneidade de proteinas é efetuada a partir da selecdo de caracteristicas determinadas
(CIM, 2006).

A avaliacdo da identidade, pureza, poténcia e caracterizacdo de biomoléculas se faz
necessaria para garantir maior disponibilidade dos medicamentos com qualidade e menor
custo. As metodologias analiticas pesquisadas nas etapas de desenvolvimento e processo de
producdo dos farmacos e de suas formulagbes sdo fundamentais para a avaliacdo de
identidade, pureza e poténcia lote-a-lote dos produtos farmacéuticos acabados (Guo-Hua,
1998). Entretanto, a expressao e producdo de biomoléculas envolvem processos complexos,
nos quais qualquer modificagdo nos sistemas celulares ou organismos, fermentacéo,
purificacdo e formulacdo, pode originar diferencas significativas nos efeitos clinicos. Desse
modo, é de suma importancia a realizacdao de testes e ensaios especificos e consistentes para
assegurar a qualidade dos produtos conforme guias existentes, inclusive a nivel internacional
(Gild et al. 1996; Barth et al. 2008).

A USP 34-NF (Unites States Pharmacopeia) contempla apenas insulina e somatropina
como monografias especificas. Apesar de ndo estar disponivel uma monografia oficial para
outros biomedicamentos, a USP sugere uma série de requisitos que deverdo ser avaliados e
sugere métodos para essa avaliacdo. Adotando essa postura, a USP permite que cada produtor

utilize a metodologia que julgar mais apropriada.

A Farmacopéia Européia versdo 7.0 prevé requisitos gerais para produtos de
tecnologia recombinante, determinando que o produto deve ser caracterizado quanto a sua

identidade, pureza, poténcia e estabilidade, utilizando métodos quimicos, fisicos,
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imunoquimicos e bioldgicos. Algumas metodologias sdo sugeridas para a determinacdo de
consisténcia de producdo, como: Composicdo de aminoacidos, sequenciamento N-terminal,
mapa peptidico, proteina total, proteinas do sistema de expressao. Além dos produtos mais
tradicionais, é contemplada monografia para Eritropoetina, onde recomenda-se a aplicacao de

determinados ensaios.

A Farmacopéia Brasileira 5% edi¢do contém as monografias de insulina e somatropina,
onde os parametros e metodologias a serem observados sdo idénticos aos citados na USP 30-
NF. Nao existem recomendacOes gerais para produtos de tecnologia recombinante nem

monografias para outros biomedicamentos.

1.10- Métodos Eletroforéticos utilizados para avaliacdo da homogeneidade

A técnica de separacdo de moléculas que envolve a migracao de particulas carregadas
em um determinado meio ou suporte durante a aplicacdo de uma diferenca de potencial é
chamada de eletroforese. As moléculas sdo separadas de acordo com o seu tamanho, sua
forma e a sua carga. Assumindo-se moléculas com formas semelhantes, aquelas de menor
massa molecular e maior carga irdo migrar mais rapidamente do que as de maior massa e
menor carga. A eletroforese normalmente é utilizada para separar peptideos, proteinas,
nucleotideos, polinucleotideos e outras moléculas de relevancia biolégica que possuam ou
desenvolvam um liquido de carga em funcdo do pH do meio onde estdo dissolvidas ou
suspensas (Deutscher, 1990; Silva Junior, 2001; Ahmed, 2005).

Para a separacdo de proteinas, utiliza-se como meio fisico o gel de poliacrilamida
(PAGE), enquanto que para separar moléculas de DNA e RNA, utiliza-se gel de agar ou
agarose. Estes géis também se prestam para separar imunoglobulinas ou outras proteinas com

dificuldade de migracdo nos géis de poliacrilamida (Lehninger et al. 2004; Ahmed, 2005).

O gel de poliacrilamida é uma mistura de dois componentes, acrilamida e
bisacrilamida, que formam uma malha com tamanhos de poros diferentes, dependendo da
concentragdo desses componentes. A eletroforese em gel de poliacrilamida pode ser
considerada nativa ou desnaturante, relacionando-se estes termos ao fato de as proteinas
estarem no seu estado nativo ou desnaturado (perda significativa de sua conformacao

original). Como em qualquer eletroforese, a migracdo das moléculas carregadas depende do
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trindbmio peso molecular — carga — forma (Lehninger et al. 2004; Silva Junior, 2004; Ahmed,
2005).

Para a avaliacdo da EPOhr determinadas técnicas eletroforéticas sdo amplamente
utilizadas, tais como o SDS-PAGE (Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida). Para
realizacdo da técnica, as amostras devem ser tratadas com tampdo desnaturante que normaliza
a carga e a forma das proteinas, permitindo que sejam separadas em gel de poliacrilamida
pelo seu peso molecular. Este tampéo possui em sua composicdo beta-mercaptoetanol que tem
a funcdo de reduzir as pontes dissulfeto das proteinas o que facilita a separac¢do por tamanho.
Outro ingrediente do tampéo é o SDS que é um detergente aniénico que se liga as proteinas
desnaturando-as e conferindo a mesma carga negativa evitando que estas sejam separadas
pela sua carga. O azul de bromofenol é utilizado como um indicador que marca a linha de
migracao das proteinas no gel (Laemmli, 1970; Ahmed, 2005; Crespo et al. 2010).

A técnica Western Blot associa a eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida a
revelagdo com anticorpos mono ou policlonais dirigidos contra uma ou algumas ou ainda
todas as bandas referentes as cadeias polipeptidicas separadas apos a migracao eletroforética.
Para tanto, é preciso que apds a eletroforese as bandas dos polipeptideos resolvidas sejam
transferidas através da corrente elétrica para uma membrana de nitrocelulose, onde se fixam.
Apos a fixacdo dessas bandas a membrana estas se ligam a seu anticorpo primario, sendo
lavada para retirada do excesso de anticorpo. Formado o complexo anticorpo-proteina, é
adicionado o anticorpo secundario que € conjugado a uma enzima como, por exemplo, a
peroxidase e fosfatase. Por fim a banda eletroforética é revelada através da agdo da enzima
sobre 0 seu substrato peréxido de Hidrogénio fornecendo como produto o oxigénio, cuja
reacdo sobre um cromogeno determina a formacdo de um produto colorido (Silva Junior,
2004; MacPhee, 2010).

O Ponto isoelétrico (pl) € um importante parametro fisico-quimico das proteinas. A
técnica amplamente utilizada para tal analise é a Focalizacdo Isoelétrica (IEF), a qual baseia-
se na separacao eletroforética dos pontos isoelétricos de proteinas. Neste tipo de eletroforese
as proteinas migram até encontrar um pH do meio eletroforético que seja igual a seu ponto
isoelétrico. Para que isto ocorra é necessario, inicialmente, que seja estabelecido um gradiente
de pH entre os eletrodos, o que pode ser conseguido através da migracdo rapida de certas
substancias poliméricas, denominados anfolitos, que contém em sua estrutura varios grupos
ionizaveis (Silva Junior, 2004; Ahmed, 2005).
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Outra técnica preconizada para o controle de qualidade da EPOhr é a Eletroforese
Capilar, a qual foi introduzida em 1981 por Jorgenson & Lukacs e tem sido aceita cada vez
mais, como um importante método analitico. Em sua forma mais simples a eletroforese
capilar é uma aproximacao da técnica original, descrita por Tiselius (1930) para o estudo de
proteinas em soro, porém emprega-se um tubo capilar, preenchido com um eletrélito, tendo
como principal vantagem o uso de capilares com didmetros internos extremamente pequenos
(na faixa de 15-100 um) que permite uma melhor dissipacdo do calor e, assim, é possivel
obter uma alta eficiéncia de separacdo com tempo reduzido de analise (Kuhn & Hoffstetter-
Kuhn, 1993; Kannamkumarath et al. 2002).

O tipo de eletroforese capilar que a Farmacoéia Européia 7.0 preconiza para analise de
homogeneidade da EPOhr é a eletroforese capilar de zona, na qual a migracdo das espécies
ocorre pela combinacdo dos efeitos dos fluxos eletroosmotico e eletroforético que sdo gerados
quando o campo elétrico é aplicado. Muitos compostos podem ser separados rapidamente e
facilmente por esta técnica, pois a separacdo € baseada nas diferencas das mobilidades
eletroforéticas resultantes das diferentes velocidades de migracGes de espécies ibnicas no
tampdo, contido dentro do capilar. O fluxo eletroosmético proporciona duas grandes
vantagens, sendo que a primeira delas é que cations e anions podem ser separados numa Unica
andlise, e a outra vantagem € que mesmo 0s ions com razfes carga/raio muito diferentes
podem ser analisados em um tempo relativamente curto devido a magnitude deste fluxo
(Tavares, 1996; Dabek-Zlotorzynska & Timerbaev, 1998).

1.11- Métodos Cromatograficos utilizados para avaliacdo da homogeneidade

A cromatografia € um método de separacdo de misturas variadas de componentes
organicos, ou ndo, e de identificacdo dos componentes destas misturas. Qualquer tipo de
cromatografia apresenta uma fase mével e uma fase fixa ou estacionaria. A separacdo ou
fracionamento das espécies quimicas, ou analitos, depende da diferenca de interacdo destes
com a fase movel e a fase estacionaria. A interacdo dos componentes da mistura com estas
duas fases é influenciada por diferentes forcas intermoleculares, incluindo i6nica, polar,
apolar, e especificos efeitos de afinidade e solubilidade. A grande variabilidade de
combinacOes entre a fase mdvel e estacionaria faz com que a cromatografia tenha uma série
de técnicas diferenciadas (Deutscher, 1990; Silva Junior, 2004; Lehninger et al. 2004; Ahmed,
2005).
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Na cromatografia liquida, a fase moével é o liquido que percorre a coluna
cromatografica, chamado de eluente, e a fase estacionaria é a resina ou o gel que preenche a
coluna, ficando suspenso no meio liquido. A capacidade de distinguir as vérias fracdes de
uma amostra (Resolugdo Cromatografica) de uma coluna cromatogréfica depende de algumas
variaveis, como o tipo de eluente, o tipo de gel ou resina da coluna, a fluxo do eluente pela
coluna, a altura da coluna e a temperatura. No processo cromatografico, as fracdes separadas
de uma mistura sdo observadas, ap6s a deteccdo adequada, como picos nos sistemas de
registro. (Silva Junior, 2004; Lehninger et al. 2004; Ahmed, 2005)

Dois métodos cromatogréaficos utilizados para analise da EPOhr sdo a Cromatografia
de Fase Reversa (RPC) e Cromatografia de Exclusdo e Peneiracdo Molecular (SEC),
denominada também filtracdo em gel. A RPC é uma técnica muito utilizada para anélise da
polaridade de proteinas. Neste tipo de cromatografia liquida o suporte ou fase estacionéria é
formado por particulas de silica ou resinas organicas a qual se prendem um significativo
numero de grupamentos apolares. Tal técnica é indicada para a anélise da estrutura priméria
da proteina, como método final de isolamento de uma preparacdo protéica mais homogénea e
para analisar homogeneidade de certas preparagdes protéicas que tenham sido purificadas por
associacao de outros métodos de fracionamento. Uma limitagdo da técnica é a impossibilidade

de recuperar a proteina com sua fungéo bioldgica (Silva Junior, 2004; Ahmed, 2005).

A SEC € um tipo de cromatografia liquida onde os solutos sdo separados em fungéo do
bindmio forma-peso molecular. Quando as espécies quimicas sdo da mesma classe, o que lhes
da a chance de serem mais parecidas do ponto de vista da forma, como por exemplo, as
proteinas globulares, a eluicdo que ocorre em uma coluna de filtracdo molecular € funcéo de
seus pesos moleculares desde que o soluto ndo interaja com a matriz cromatografica por
interacdes fisico-quimicas e quimicas acarretando adsor¢des (Silva Junior, 2004; Ahmed,
2005).

Neste tipo de cromatografia ndo ha interacdo entre matriz e analito. A coluna €
constituida por uma matriz de pequenas esferas porosas empacotadas. Ao passar uma solucao
de proteinas pela matriz da coluna, as moléculas pequenas entram nos poros das esferas
demorando a atravessa-los, enquanto que as grandes passam entre as esferas sendo separadas
e detectadas primeiro. (Deutscher, 1990; Silva Junior, 2004; Lehninger et al. 2004; Ahmed,
2005).



2- OBJETIVOS

2.1- Geral

Padronizar técnicas eletroforéticas e cromatograficas, de acordo com especifica¢fes da
Farmacopéia Européia e do CIM, visando ao controle de qualidade quanto a homogeneidade

do Insumo Farmacéutico Ativo (IFA) EPOhr na producdo deste em Bio-Manguinhos.

2.2- Especificos

Padronizar e validar a técnica Focalizagdo Isoelétrica para a analise das isoformas e ponto-
isoelétrico da EPOhr;

Padronizar a técnica de Eletroforese Capilar a fim de obter um eletroferograma que represente
as diferentes isoformas da EPOhr;

Padronizar e validar a técnica SDS-PAGE para a analise da homogeneidade da EPOhr;
Padronizar a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Exclusdo Molecular a
fim de determinar a presenca de agregados e produtos de degradacdo da EPOhr;

Padronizar a técnica de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa a fim de
confirmar a pureza da EPOhr;

Analisar estatisticamente os resultados.



3- MATERIAL E METODOS

A avaliacdo da homogeneidade da EPOhr sera baseada nas recomendacdes descritas
na Farmacopéia Européia (F.E.) versdo 7.0. A padronizagdo das técnicas utilizadas neste
trabalho foi ajustada conforme as necessidades de Bio-Manguinhos e os procedimentos

operacionais padronizados (POP) do CIM.

Dentre as metodologias descritas na literatura e na F.E., selecionou-se um conjunto
destas que permitem a melhor avaliagdo da homogeneidade da EPOhr. Para esta avaliagéo,
padronizou-se métodos eletroforéticas (Focalizacdo Isoelétrica, Eletroforese Capilar e SDS-
PAGE) e cromatogréaficos (Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Exclusdo Molecular
e Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa), como descrito nos itens 3.3.1 a
3.4.2.

Todos os equipamentos utilizados sdo validados e qualificados pelo Laboratério de
Metrologia e Validacdo (LAMEV) e os insumos utilizados, além do certificado de anélise do

fabricante, foram anteriormente analisados no Laboratério Fisico-Quimico (LAFIQ).

3.1- Composi¢do das amostras de EPOhr

O Lote Experimental, o qual contém arginina em sua composi¢do (LEa), utilizado para
a realizacdo deste estudo, juntamente com o seu certificado de qualidade, foi cedido pelo
CIM, situado em Havana, Cuba e envasado por Bio-Manguinhos. Cada um dos frascos é
composto por um precipitado liofilizado contendo 250 pg de Alfapoetina uma solucgdo
composta por: 60 mg/mL de trealose, 9 mg/mL de arginina, 0,3 mg/mL de Tween 20, 13,5
mg/mL de NaCl e 10,6 mg/mL de Na;HPO,  1H,0.

O BRP (Preparacdo de Referéncia Biologica) de EPOhr da Farmacopéia Européia é
composto por um precipitado liofilizado contendo 250 pg de Alfapoetina e Betapoetina e uma
solugdo de formulagdo composta por: 60,6 mg/mL de trealose, 6 mg/mL de arginina, 0,2
mg/mL de Tween 20, 9 mg/mL de NaCl e 2,42 mg/mL de Na,HPO, 1H,0.
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A solucdo do IFA (Insumo Farmacéutico Ativo) de EPOhr, cedida pelo CIM,
apresenta a seguinte composicdo nominal: Alfapoetina 0,3 mg/mL, cloreto de Sédio 5,8
mg/mL, citrato de sdédio 5,8 mg/mL, &cido citrico 0,069 mg/mL e Tween 20 a 0,022 mg/mL,
com pH entre 2,5 e 5.

O LEae o IFA foram armazenados antes, durante e apds a sua caracterizacéo a 2-8°C e
0 BRP a -20°C.

3.2- Dessalinizacédo e Quantificacdo proteica das amostras

A dessalinizacdo das amostras foi realizada em colaboragdo com o LAMAM
(Laboratorio de Macromoléculas) e o LAFIQ (Laboratorio Fisico-Quimico). Para isso, foram
utilizados quatro colunas Hitrap desalting sephadex G25 e o cromatografo da AKTA purifier
GE. As colunas foram previamente equilibradas utilizando agua Milli-Q com fluxo de 0,5
min/mL. A dessalinizacdo foi realizada contra agua Milli-Q, utilizando 4 mL de volume de
aplicacdo por corrida, fluxo de 3 ml/min e coleta de 1 ml/ tubo. O branco foi feito com
Tampao Tris-HCI 50 mM com NaCl 1N e volume de aplicacdo de 5ml. Entre as corridas, as
colunas foram lavadas com agua Milli-Q e ao final foram armazenadas em etanol 20%.

Apos a dessalinizagdo, a concentragdo de proteinas foi determinada através do sistema
nanodrop (Thermo®). A absorbancia obtida foi multiplicada pelo coeficiente de extincio da
EPOhr, cujo valor de 1,345 foi determinado pelo CIM e, concentradas através do
concentrador eppendorf® para ajustar a concentracdo de proteinas satisfatoria para cada

metodologia de anélise.

3.3- Métodos Eletroforeéticos
3.3.1- Focalizacédo Isoelétrica em gel de poliacrilamida (IEF-PAGE)

Para determinar o padrdo e distribuicdo de isoformas da EPOhr em fungéo do ponto
isoelétrico (pl) foi utilizado a técnica de focalizacdo isoelétrica em gel de poliacrilamida de
acordo com o0 POP do CIM (PNO-5059).
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Nesta metodologia foi utilizada uma combinacdo de 2 anfolitos (2,5-5,0 e 3,0-10,0),
dificultando o uso de um padrdo de ponto isoelétrico (PPI) especifico. Portanto, para que
amostras de EPOhr sejam avaliadas faz-se necessario o uso de um material de referéncia que
sirva como parametro de comparacdo com os lotes de EPOhr. Além disso, avaliou-se dois
PPIs da GE Healthcare, com intervalos de pH 3-10 e 2,5-6,5.

A escolha da faixa de pH do gel foi realizada de acordo com as caracteristicas da
EPOhr para que houvesse uma melhor distribuicdo das 8 isoformas esperadas ao longo do gel.
Como a EPOhr possui caracteristicas de ponto isoelétrico &cidas é necessario estabelecer um
gradiente de pH que possibilite a separacdo das isoformas dentro da faixa acida do gel. O gel
utilizado para realizacdo da técnica foi PhastGel Dry IEF (GE Healthcare), o qual foi
reidratado com a solucéo descrita na tabela 3.1:

Tabela 3.1: Solugdo para reidratacdo do PhastGel Dry IEF

Reagente Quantidade
Uréia 249
Anfolito 2,5-5,0 535,6 pL
Anfolito 3,0-10 89,4 uL
Agua milli-Q g.s.p 10 mL

O gel foi incubado em placa de petri contendo a combinacédo de anfdlitos, sob agitacéo
por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos a reidratacdo do gel, o mesmo foi posicionado
no modulo de controle e separagdo com o auxilio de uma pinga tendo-se o cuidado para que

ndo houvesse a formacéo de bolhas.

As amostras foram aplicadas diretamente no pente (6/ 4uL), e este foi alocado no
aparelho Phastsystem. Foram utilizados os seguintes parametros de corrida conforme descrito
na tabela 3.2.

Apos o término da corrida, o gel foi transferido para a unidade de revelagdo para a
impregnacdo do mesmo pela prata, seguindo as etapas descritas no protocolo para PhastGel
IEF (GE Healthcare), conforme a tabela 3.3.
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Tabela 3.2: Pardmetros para a corrida de Focalizagio Isoelétrica

Etapa Voltagem Corrente ‘ Poténcia (W) ‘ Temperatura Voltagem
V) (mA) (°C) acumulada (Vh)
12 750 90
22 150 2.5 35 15 15
3° 750 417

Tabela 3.3: Etapas para impregnacgéo por prata do gel de IEF para EPOhr.

Solucéo para coloracao de IEF por prata Tempo
1 — Acido Tricloroacético 20% + H,O WFI g.s.p 250 mL 5 minutos
2 — Fixagéo 1 — Etanol 10% + Acido Acético 5% + H,O WFI g.s.p 500mL 4 minutos

3 — Fixag#o 2 — Etanol 10% + Acido Acético 5% + H,O WFI g.s.p 500mL 4 minutos

4 — Sensibilizacdo — Etanol 30% + Tiossulfato de sodio 4% + Acetato de

sodio 6,8% + Glutaraldeido 0,5% + H,O WFI gsp 250mL 6 minutos

5— Fixacdo 3 — Etanol 10% + Acido Acético 5% + H,O WFI g.s.p 500mL 3minutos

6 — Fixacdo 4 — Etanol 10% + Acido Acético 5% + H,O WFI g.s.p 500mL 5 minutos

7 —Lavagem 1 - H,O WFI 2 minutos

8 — Lavagem 2 - H,O WFI 2 minutos

10 — Nitrato de Prata 2,5% + H,O WFI g.s.p 250 mL 10 minutos
11 - Lavagem 3 - H,O WFI 0,5 minutos
12 — Lavagem 4 - H,O WFI 0,5 minutos
13 — Solugéo reveladora — Carbonato de sodio 2,5% + Formaldeido 0,062% 3 minutos

+ H,O WFI g.s.p 250mL

15 — Solucéo de parada - &cido acético 5% + H,O WFI g.s.p 250 mL 10 minutos

Os géis revelados foram digitalizados, a imagem obtida analisada por densitometria e 0
percentual de cada isoforma foi comparado ao critério de aceitacdo estabelecido pela

Farmacopéia Européia (F.E.) versdo 7.0 e pelo CIM, como descrito na tabela 3.4.



Tabela 3.4: Critério de aceitacdo da analise das amostras de EPOhr segundo F.E. e CIM.

N° da Intervalo % Intervalo %
isoforma estabelecido/F.E. estabelecido/CIM

1 0-15 ;

2 0-15 0-15
3 1-20 0-20
4 1035 10-35
5 1540 15— 40
6 10-35 10— 35
7 5-25 0-20
8 0-15 )
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A validacdo desta metodologia foi realizada através da categoria |1l de acordo com a

classificacdo da RE 899 da ANVISA (Tabela 3.5), a qual é indicada para determinacdo de

caracteristicas fisico-quimicas em substancias ativas ou em produtos acabados. Nesta

categoria a repetibilidade € o parametro que deve ser analisado.

Tabela 3.5: Classificacdo do método segundo RE 899 da ANVISA

Categoria: 111
Teste: Repetibilidade.
Parametro Categoria | Categoria Il Categoria = Categoria
Quantitativo | Ensaio Limite i v
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Néo * Néo
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisdo | Repetibilidade Sim Sim Néo Sim Nao
Intermediaria ** *x N&o ** Nao
Limite de deteccdo N&o N&o Sim * N&o
Limite de quantificacao Néo Sim Néo * Nao
Exatiddo Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Né&o Néo

A repetibilidade foi avaliada a partir do LEa da EPOhr com 100% da massa teorica do

teste (4ug) realizando 7 corridas eletroforéticas com 4 réplicas da amostra em cada um dos

géis.
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3.3.2- Eletroforese capilar de Zona (CZE)

A padronizacdo desta técnica foi realizada em colaboracdo com o LAFIQ, utilizando
as amostras de LEa, IFA e BRP de EPOhr dessalinizadas. A analise foi realizada a partir dos
parametros descritos na metodologia proposta pela Farmacopéia Européia versdao 7.0:
Eletroforese Capilar de Zona (CZE) em capilar de Silica Fundida, com 107 cm de
comprimento efetivo e 50 um de didmetro. A amostra LEa EPOhr foi aplicada com injecéo
hidrodinamica de 50mBar por 10 segundos e uma voltagem de 15.4 kV por 80 minutos a
35°C, utilizando tampdo CZE 1X como eletrélito em ambos os reservatdrios. Os parametros
acima descritos foram ajustados até a obtencdo de um eletroferograma similar ao fornecido
para o material de referéncia da Farmacopéia Européia (BRP), com oito isoformas bem
definidas.

O tampado utilizado nos ensaios foi 0 CZE 1X composto por 0,01M de tricina, 0,01M
de cloreto de sddio, 0,01M de acetato de sodio, 7 M de uréia e 2,5 mM de putrescina, com pH
5,55 a 30°C, filtrado em membrana 0,22 pm. Para melhorar a separagdo das isoformas no
eletroferograma alterou-se a concentracgao de putrescina para 3,9 mM no tampéo CZE.

O pré-condicionamento do capilar foi realizado por 30 minutos com 1,0 M de
hidroxido de sodio; 60 minutos com 0,1 M de hidréxido de sédio; e 60 minutos com o tampao
CZE 1X, e aplicou-se a voltagem de 20kV por 3horas ou até completa estabilizacdo do
sistema. Todas as solucdes utilizadas na metodologia, inclusive as amostras, foram filtradas
através de membrana 0,22 um antes do seu uso. Acondicionou-se o capilar por 5 minutos com
hidroxido de sodio 0,1 M; 5 minutos dgua MilliQ, e 10 minutos com tampdo CZE 1X.

Os resultados relativos ao LEa EPOhr obtidos através da técnica de Eletroforese
Capilar foram avaliados de acordo com mudangas nos parametros da metodologia a ser
padronizada. Inicialmente foi modificada a tensdo na faixa de 20 a 30 kV. Ap6s o ajuste na
tensdo, outros parametros importantes foram avaliados como: temperatura, pressdo, tempo de

injegdo e concentragdo da amostra.
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3.3.3- Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

A técnica de SDS-PAGE foi utilizada para identificar a EPOhr e confirmar sua
homogeneidade através de seu peso molecular (PM), o que foi estimado a partir da
mobilidade eletroforética da glicoproteina em gel de poliacrilamida, conforme especificacdes
da F.E. versdo 7.0 e 0 PNO-5070 proveniente do CIM.

A montagem do sistema Miniprotean- BioRad® 111 foi feita utilizando-se placas de
vidro de 0,75 mm e gel de poliacrilamida na concentracdo 12,5%. Apos polimerizacdo do gel,
o0 sistema foi montado e preenchido com tampéao de corrida (Tris Base 0,25 M, Glicina 1,92
M, SDS 1%).

Foi aplicado 10 uL do Padrédo de Peso Molecular (PPM) e 10ul das amostras na
concentragdo 2 pg/ulL diluidas em Tampdo de amostra 2x redutor (Tamp&o Tris-HCI 2,0M
pH6,8; SDS 20%; Glicerol 20%; B-mercaptoetanol 10%; Azul de bromofenol 1%). A corrida
foi iniciada com 100V/ 20 mA/ 300W, quando as amostras ultrapassaram o gel concentrador
modificou-se os parametros para: 100V/ 25 mA/ 300W. Apos o término da corrida os géis
foram retirados do cassete sendo o gel concentrador descartado e o gel separador transferido
para uma cuba de coloracdo contendo solucdo de fixacdo (Metanol 50%, Acido acético 10%)
a qual foi aquecida a 100°C e resfriada, sob agitacéo, trés vezes consecutivas. Posteriormente,
a solucdo anterior foi substituida pela solucio de coloragio (Etanol 5%, Acido acético 7,5%,
coomassie blue 0,25%), a qual foi aquecida e depois, o gel foi mantido sob agitacdo até que
fosse possivel a visualizagdo das bandas. Por ultimo, descartou-se a solucdo de coloragéo e
adicionou-se a solucdo descorante (Metanol 5%, Acido acético 7%) até diminuir

completamente o background do gel.

O critério de aceitacdo descrito pelo CIM e pela F.E. estabelece que a amostra deve
apresentar unica banda difusa entre 30 e 37 kDa.

As amostras do LEa dessalinizadas foram utilizadas para a validagcdo da técnica de
SDS-PAGE. Para isso, foi usado a categoria Il quantitativo de acordo com a classificacao da
RE 899 da ANVISA, na qual os pardametros que devem ser analisados s&o: Especificidade,
linearidade, intervalo, repetibilidade, limite de quantificagéo, exatidao e robustez (Tabela 3.6).
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Tabela 3.6: Classificacdo do método segundo RE 899 da ANVISA

Categoria: 1l

Testes: Especificidade, linearidade, intervalo, repetibilidade, limite de quantificacéo,
exatidao e robustez.

Parametro Categoria Categoria Il Categoria | Categoria
| Quantitativo = Ensaio i v
Limite

Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim Né&o * Nao
Intervalo Sim Sim * * Nao
Precisdo | Repetibilidade Sim Sim N&o Sim Nao
Intermediaria ** ** N&o ** Nao

Limite de deteccdo N&o N&o Sim * Nao
Limite de quantificacéo Nao Sim N&o * Nao
Exatiddo Sim Sim * * Nao
Robustez Sim Sim Sim Né&o Nao

3.3.3.1- Especificidade

A especificidade foi avaliada utilizando as amostras dessalinizadas e ndo
dessalinizadas contendo 10 pg de EPOhr e a solucdo que compde a formulagéo na auséncia da
EPOhr, composta por: 60mg/mL de trealose, 9 mg/mL de arginina, 0,3 mg/mL de Tween 20,
13,5 mg/mL de NaCl e 10,6mg/mL de Na,HPO, 1H,0 .

Foram feitos 7 replicatas do gel para a analise deste pardmetro, as quais foram

analisadas pelo programa ImageMaster®.

3.3.3.2- Linearidade

Para esta analise utilizou-se 8 diferentes concentracdes do Lea EPOhr tais como: 0,5
ug, 1ug, 2 ug, 4 ug, 6 ug, 8 ug, 10 pg e 15 pg. Além disso, aplicou-se 10uL do Padrdo de
peso molecular (Kaleidoscope Polypeptide Standards), a fim de inferir o peso molecular da
amostra, e 10 pL do Tampdo de amostra concentrado 5x como controle negativo. Foram

feitos sete replicatas e analisadas no programa ImageMaster® (GE Healthcare).

3.3.3.3- Intervalo

Tendo em vista a faixa pretendida de linearidade, as quantidades utilizadas para
comprovar o intervalo do método foram: 4,0ug, 6,0ug 8,0ug, 10,0ug, 12,0ug e 14,0 pg. Estes
valores estdo de acordo com a RE n° 899 que recomenda uma faixa de 80 a 120% da massa
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tedrica do teste (10,0ug). Foram realizadas sete replicatas deste gel e utilizado PPM
Prestained SDS-PAGE Standards — Broad Range

3.3.3.4- Precisao

A preciséo intralaboratorial foi analisada através dos ensaios de repetibilidade e
precisdo intermediaria. A repetibilidade foi avaliada a partir do LEa EPOhr com 100% da
massa teorica (10 pg) do teste em 6 replicatas em um mesmo gel, do qual foi feito 7 corridas
eletroforéticas. Neste gel, foi utilizado outro PPM (Prestained SDS-PAGE Standards — Broad
Range) com faixa de peso molecular que se adéqua melhor a anélise da EPOhr. A avaliagdo
do parametro precisdo intermediaria foi efetuada com outro analista utilizando suas proprias
solucdes. Entretanto, o gel foi idéntico ao descrito para a avaliacdo da repetibilidade, com

quatro réplicas utilizando o PPM BenchMark™Protein Ladder.

3.3.3.5- Limite de quantificacéo

O limite de quantificacdo foi estabelecido por meio da andlise de solugbes contendo
concentragdes decrescentes da EPOhr até o menor nivel determinavel com precisdo e exatidao
aceitaveis. As massas utilizadas do LEa para esta analise foram: 0,5 ug, 1,0 ug, 2,0 pg, 3 ug,

4 ug e 5 pg, em sete replicatas do gel. O PPM utilizado foi BenchMark ™Protein Ladder.

3.3.3.6- Exatidao

Na maioria dos procedimentos analiticos de validacdo, recuperacdo dentro da faixa
70% a 120% sdo aceitas. Levando em consideracdo que 10ug é a concentracdo de trabalho,
foram utilizadas as concentracdes: 5 pg, 7 g, 10 pug, 12 pug, 14 pug e 16 pug do Lea EPOhr, em
sete replicatas do gel. Para a andlise do peso molecular utilizou-se o PPM
BenchMark™Protein Ladder.

3.3.3.7- Robustez

Para avaliar a robustez do método, foi selecionado alguns parametros que podem
interferir nos resultados. Foi alterado o tampéo de corrida, % do gel de poliacrilamida e a
miliamperagem (mA) durante a corrida. Para cada pardmetro alterado foram feitas trés

replicatas do gel.
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3.4- Métodos Cromatograficos
3.4.1- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Exclusdo Molecular (SEC-CLAE)

Para a analise da EPOhr foi utilizada a coluna analitica TSK Gel G2500 SWxI (300 x
7,8 mm) 5um equilibrada em solugdo tampdo PBS pH6. As condi¢Ges cromatogréaficas
utilizadas foram: fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100 pL, pressao limite 10 mPa,
deteccdo a 220 nm e 280 nm. O branco foi realizado com aplicacdo do eluente PBS pH 6 sob
as mesmas condicBes da corrida. As cromatografias foram realizadas no sistema AKTA
purifier (GE Healthcare).

A padronizacdo da metodologia foi realizada seguindo a orientacdo da Farmacopéia
Européia 7.0 e também do CIM (PNO-5067) em colaboracdo com o LAMAM. Foram
aplicados 30 pg de cada uma das amostras analisadas (LEa, IFA e BRP) e para avaliar a
recuperacdo de cada corrida foi utilizado amostras diluidas representando 16% da amostra
concentrada. Em fungdo das possiveis variagdes no sistema de deteccdo, foram testadas
diferentes concentraces do LEa (0,6 pg, 1,2 ug, 2,4 ug, 3,6 ug e 4,8 pug). A analise dos
cromatogramas foi realizada através do programa UNICORN 5.11® (GE Healthcare).

De acordo com o CIM, este ensaio é aceito se 0 pico do mondmero correspondente a

EPOhr for superior a 98% e se todos os picos detectados tiverem area inferior ao pico de 16%.

3.4.2- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-CLAE)

A padronizacdo desta metodologia foi realizada em colaboracdo com o LAMAM
utilizando a coluna Vydac C8 (150 x 4,6 mm) 5um equilibrada com a fase mével A (Acido
Trifluoracético 0,1%) e fase movel B (Acetonitrila 90% e Acido trifluoracético 0,09%). As
condigBes cromatogréficas utilizadas foram: fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100 pL,
pressdo limite 10 mPa, detecgdo a 220nm e 280nm.

Foi definido o volume de injecdo contendo 30 pg de EPOhr, conforme orientagdo do
CIM (PNO- 5068) para as amostras de LEa, IFA e BRP EPOhr, sendo a analise realizada em
triplicata para cada amostra. O gradiente de eluigéo foi realizado conforme tabela abaixo,
seguindo orientagéo do CIM (Tabela 3.7).
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Tabela 3.7: Gradiente de eluigdo para analise em RP-CLAE

Tempo (min) % Fase movel B
0-5 40%

5-20 65%

20-23 100%

23-25 100%

25— 27 40%

Além disso, foi utilizado o gradiente de eluicdo linear conforme tabela 3.8, com a
finalidade de determinar a melhor condicdo de corrida, levando-se em conta a resolucédo

cromatografica e o tempo de corrida.

Tabela 3.8: Gradiente de eluicdo linear para analise em RP-CLAE

Tempo (min) % Fase movel B
0-2 10%

2-20 10 - 100%
2022 100%

22 - 26 10%

A anélise dos cromatogramas foi realizada através do programa UNICORN 5.11® (GE
Healthcare). Segundo o PNO-5068, o critério de aceitacdo € que o pico principal seja

correspondente a EPOhr seja superior a 98%.
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3.5- Analise estatistica dos resultados

Os resultados das amostras analisadas através das técnicas eletroforéticas e
cromatograficas padronizadas neste trabalho foram descritos atraveés da média, desvio-padrao

e coeficiente de variagao.

Quando se trabalha com um conjunto de dados, frequentemente € interessante que se
use algumas medidas de resumo deste conjunto. E comum utilizar medidas de posicéo e de
dispersdo para tal fim. Duas medidas que sdo bastante usadas sdo a média (posicdo) e o
desvio-padréo (dispersao). O desvio-padrdo tem uma vantagem em relacdo a variancia, outra
medida de dispersdo usada com frequéncia, por manter a unidade original dos dados. Apesar
disto, ndo € possivel comparar desvios-padrdo de duas grandezas diferentes. Desta forma, é
atil o uso de uma medida de dispersdo que seja adimensional, permitindo comparacdes diretas
entre dados de grandezas diferentes. Uma medida usada com frequéncia que atende a esta
necessidade € o coeficiente de variacdo (CV), o qual é calculado como a razéo entre o desvio-
padrdo e a média, frequentemente multiplicado por 100 para ser expresso em termos
percentuais (Triola, 2005).

Para a Eletroforese Capilar, além do uso destas medidas, utilizou-se o teste Levene
modificado, o qual se trata de um procedimento robusto a desvios da normalidade
(Montgomery, 2009). Um dos objetivos da avaliagdo realizada é verificar se os resultados
obtidos para cada isoforma nas diferentes amostras da EPOhr (LEa, BRP e IFA) séo
homogéneos entre si. Desta forma, € interessante avaliar se os resultados de area das
isoformas possuem variacdo similar entre as amostras. Para isso, 0 teste usa para cada grupo
de resultados de uma isoforma, o desvio absoluto de cada observagdo com relagdo a mediana
deste grupo. Se as médias destes grupos de desvios absolutos forem iguais, as variacdes entre
0s grupos serdo as mesmas (Montgomery, 2009). Para esta Ultima verificacdo, basta usar a

estatistica F da ANOVA para testar igualdade entre as médias dos desvios absolutos.
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4- RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1- Dessalinizacéo e Quantificacdo proteica das amostras

A solugdo Tampéo Tris-HCI 50mM com NaCl 1N foi utilizada como branco na coluna
Hitrap® e ndo demonstrou pico cromatogréfico a 220 e 280 nm. (Figura 4.1). As fracBes

coletadas referentes ao LEa foram dos tubos 2 a 7 e do IFA foram dos tubos de 3 a 8, como
pode-se observar nas figuras 4.2 e 4.3, respectivamente.

Hitrap dessalting Branco01001:10_UV1_220nm Hitrap dessalting Branco01001:10_UV2_280nm
Hitrap dessalting Branco01001:10_Inject

Hitrap dessalting Branco01001:10_Cond
mAU mAU
\
/ \
/ \
3000 / \
/ \ 500
/
| \
[
| \
| \
\
2500 | |
| \
| | 400
| |
| |
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300
| |
‘\ |
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|
|
1000

200
|
|
|

f \
500

|
i |
/ \
/
/ \
’7 / \
t

0.0

100

\
5.0 10.0 15.0

0
20.0

25.0 30.0 ml

Figura 4.1: Cromatograma do branco realizado com Tampé&o Tris-HCI 50mM com NaCl 1N. Coluna analitica
Hitrap desalting sephadex G25, contra agua Milli-Q, 4 mL de volume de aplicagdo por corrida, fluxo de
3ml/min e coleta de 1ml/ tubo.
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Figura 4.2: Cromatograma da dessali

nizacdo do LEa de EPOhr. Pico azul referente a leitura

da amostra emmé20

nm; pico vermelho referente a 280nm e pico marrom referente a condutividade. Coluna analitica Hitrap desalting
sephadex G25, contra agua Milli-Q, 4 mL de volume de aplicacdo por corrida, fluxo de 3ml/min e coleta de

1ml/ tubo.
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Figura 4.3: Cromatograma da dessalinizacdo do IFA de EPOhr. Pico azul referente a leitura da amostra em 220
nm; pico vermelho referente a 280nm e pico marrom referente a condutividade. Coluna analitica Hitrap desalting
sephadex G25, contra agua Milli-Q, 4 mL de volume de aplicacdo por corrida, fluxo de 3ml/min e coleta de

1ml/ tubo.
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A concentracao de proteinas foi determinada utilizando o sistema nanodrop, fazendo-
se a leitura das fracdes separadamente, para assegurar que apresentava quantidade de proteina
satisfatoria e, posteriormente, fez-se a leitura de todas as fragcdes unidas. A absorbancia obtida
foi multiplicada pelo coeficiente de extin¢do da EPOhr, cujo valor é 1,345. Desta maneira,
obteve-se aproximadamente 0,5 mg/mL para o LEa e 1,6 mg/mL do IFA. O volume total do
LEa e do IFA foi aliquotado em 500 pL por criotubo, concentrado a 2 mg/mL e armazenado a

temperatura de 2-8 °C até 0 momento da analise.

4.2- Focalizacdo Isoelétrica em gel de poliacrilamida (IEF-PAGE)
4.2.1- Validacao da técnica

Uma vez que o IEF-PAGE foi enquadrado na categoria Il da RE 899 da ANVISA, o
parametro avaliado foi a repetibilidade. Nesse contexto, foram realizadas sete corridas
eletroforéticas utilizando a amostra LEa EPOhr, em quadruplicata por gel, como pode ser

observado nas figuras 4.4 e 4.5, foram detectadas nove isoformas da EPOhr.

|

)
000
D00

Figura 4.4: Gel de IEF com quatro replicatas LEa EPOhr corado por nitrato de prata (A) e ap6s analise pelo
programa ImageMaster® - GE Healthcare (B). Raia 1: Controle negativo (agua WFI 4pL); Raias 2, 3, 4 e 5: LEa
EPOhr 4 pg; Raia 6: Controle negativo (dgua WFI 4pL).

-
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Figura 4.5: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF do LEa EPOhr 4 ug (painéis B a E) obtida pelo
programa ImageMaster®. A 4gua WFI foi utilizada como controle negativo (A e F).
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A repetibilidade representa a concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo, com 0 mesmo analista e mesma instrumentacao. Sendo assim, a partir dos
resultados encontrados (Tabela 4.1), pode-se dizer que a repetibilidade do metodo foi
comprovada.

O volume de banda foi determinado por densitometria (ImageMaster®) e calculada a
média das quadruplicatas em cada um dos sete géis (Tabela 4.1), de onde se obteve a média
total. Com a analise de tais dados observa-se que ha pequena dispersao de resultados entre a
mesma isoforma nas diferentes réplicas do gel, o que é evidenciado pelo baixo desvio-padréo

e coeficiente de variacdo. Sendo assim, a repetibilidade do teste é comprovada.

Tabela 4.1: Média (M), desvio-padrdo (S) e coeficiente de variacdo (CV) da éarea das bandas das isoformas
analisadas entre as réplicas do gel IEF realizado com LEa para avaliagdo do pardmetro repetibilidade.
Isoforma 1 2 3 4 5 6 7 M S CV%
1 147,08 164,98 154,75 144,56 163,34 138,27 141,08 150,58 10,63 7,06
242,84 1 237,31 250,55 | 220,69 | 216,38 | 230,84 229,51 § 232,59 12,02 | 5,17
373,42 366,74 337,00 332,42 343,99 337,07 352,56 349,03 15,86 4,55
478,51 449,27 470,72 443,10 | 479,19 | 495,15 | 451,19 | 466,73 19,25 | 4,12
493,37 483,31 427,99 423,45 427,69 477,01 451,13 454,85 29,56 6,50
369,22 328,81 378,38 353,43 357,53 | 343,78 | 381,33 | 358,92 18,95 | 5,28
319,78 313,87 318,79 333,29 325,87 321,30 350,10 326,14 12,21 3,74
198,19 | 197,19 | 193,19 198,19 197,15 167,15 187,15 191,17 11,31 5,92
127,08 | 119,08 139,08 126,08 | 126,08 128,08 118,08 126,22 | 6,91 | 5,48

© 00 N o O b W DN

A percentagem de cada isoforma foi calculada a partir da média do volume de cada
banda, entre as replicas em um gel, e comparado ao limite estabelecido pela F.E. e pelo CIM
(Tabela 4.2). Tal analise mostra que o LEa EPOhr esta dentro da faixa estabelecida pela F.E. e
pelo CIM apesar de ter sido encontrado mais isoformas do que € considerado nas referidas
especificacbes. Em funcdo do alto grau de heterogeneidade glicidica esperado para a EPOhr
(Lasne et al. 2002), a quantidade de isoformas e sua distribui¢do varia muito. Este fato explica
os intervalos percentuais descritos pela F.E. e pelo CIM, dispostos na tabela 4.2.

Conforme dito anteriormente, foi detectado maior numero de isoformas do que no
CIM para a mesma amostra e isto provavelmente esta relacionado com o método de revelacédo
do gel. Nesta dissertagdo optamos por utilizar a revelacdo pelo método da prata associado ao
sistema de revelagdo automatico do phastsystem e o Kit de revelacdo da GE Healthcare, o que
garantiu maior sensibilidade do que a metodologia empregada no CIM e boa
reprodutibilidade, conforme observado pelo baixo coeficiente de variacdo do volume das

bandas eletroforéticas em géis diferentes (Tabela 4.1).
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Tabela 4.2: Composicdo percentual das isoformas do LEa EPOhr por IEF-PAGE em comparacdo com o
intervalo estabelecido pela Farmacopéia Européia (% F.E.) e pelo CIM (% CIM).

N° da isoforma | %b F.E.

0-15
0-15
5-20
10-35
15-40
10-35
0-20
0-15

© 0O N o o B~ w N -

% CIM
0-15
0-20
10-35
15-40
10-35
0-20

4.2.2- Determinacéo do Ponto Isoelétrico da EPOhr

Percentual
LEa

5,67
8,76
13,14
17,57
17,12
13,51
12,27
7,19
4,75

Uma vez que as isoformas da EPOhr que possuem atividade biologica séo as formas

acidas (Righetti, 2004), avaliamos a possibilidade de utilizacdo de padrbes de ponto

isoelétricos como padrdes internos (PPI) para garantir que as isoformas de EPOhr reveladas

no IEF-PAGE sdo as esperadas. A utilizacdo de uma combinagdo de 2 anfolitos (2,5-5,0 e

3,0-10,0), dificulta 0 uso de um padrdo de ponto isoelétrico (PPI), pois o gradiente de pH

formado néo é linear. Portanto, avaliou-se dois PPIs da GE Healthcare, com intervalos de pH

3-10 e 2,5-6,5. A curva de calibracdo para o PPI 3-10 apresentou coeficiente de determinacao

de 0,9941 (Figura 4.6 A), o que € satisfatdrio considerando o que € descrito na RE 899 da

ANVISA que recomenda e aceita valores de R? a partir de 0,99. Os padrdes de pl 2,5-5,0

forneceram uma curva de calibracdo com coeficiente de determinacédo ligeiramente maior, de

0,9950 (Figura 4.6 B)
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Figura 4.6: Curva de calibracdo do PPl 3-10 (A) e 2,5-6,5 (B) da GE Healthcare obtida pelo programa

ImageMaster®.

A estimativa do pl das oito isoformas principais do LEa EPOhr indicou os valores
médios de: 6,43; 6,09; 5,74; 5,39; 5,02; 4,70; 4,38 e 4,12 de acordo com a anélise realizada

pelo programa ImageMaster® (Figuras 4.7 e 4.8).
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Figura 4.7: Gel de IEF do LEa EPOhr corado por nitrato

P
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T
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de prata (A) e ap6s andlise pelo programa

ImageMaster® - GE Healthcare (B). Raia 1: Controle negativo (4gua WFI 4pL); Raia 2: PPI 3-10; Raias 3,4 e 5:

LEa EPOhr 4 pg; Raia 6: Controle negativo (dgua WFI1 4pL).
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Figura 4.8: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF do PPI (painel B) e do LEa EPOhr 4 ug (painéis C a

E), obtida pelo programa ImageMaster®.
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A analise das amostras de BRP, LEa e IFA EPOhr por IEF-PAGE pode ser observada
na figura 4.9. O padrdo de pl acido (2,5-6,5) foi utilizado para garantir que o gradiente de pH
atendesse a faixa &cida, em funcéo da faixa esperada para a EPOhr.

A B

10 a
PPI BRP IFA LEa ' .
6.55 1

- 520 : =

o -
4.55 o |
350 ﬂ%
2.80 — | e | |

2]

Figura 4.9: Gel de IEF do BRP, LEa e IFA EPOhr corado por nitrato de prata (A) e apés analise pelo programa
ImageMaster® - GE Healthcare (B). Raia 1: Controle negativo (Agua WFI 4uL); Raia 2: PPl 2,5-6,5; Raia 3:

BRP EPOhr 4 png; Raia 4: IFA EPOhr 4 ng; Raia 5: LEa EPOhr 4 pg; Raia 6: Controle negativo (agua WFI
4uL).

A amostras avaliadas diferem quanto a quantidade de isoformas, sendo detectado pelo
menos 8 isoformas para 0 BRP e LEa EPOhr e 7 isoformas para o IFA EPOhr, as quais
possuem pl variando de 5,15 a 3,13 (Figura 4.10). Provavelmente, a deteccdo de mais
isoormas foi prejudicada devido ao background formado no gel.
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Figura 4.10: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF: PPI (painel B); BRP EPOhr (painel C); IFA EPOhr
(painel D) e do LEa EPOhr (painel E) 4 pg, obtida pelo programa ImageMaster®.

O perfil eletroforético do IFA e do BRP foram similares. O LEa apresentou perfil

compativel com o esperado para a EPOhr, entretanto, a coloracdo de fundo prejudicou a
visualizacdo adequada das bandas do LEa (Figura 4.10). Mesmo com diferenga entre as

amostras, o percentual da maioria das isoformas detectadas estd de acordo com as

especificacOes da F.E. e do CIM (Tabela 4.3).
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Tabela 4.3: Percentual encontrado para cada isoforma do BRP (%BRP), IFA (%IFA) e LEa (%LEa) EPOhr

Isoforma | % F.E. % CIM % BRP (pl) % IFA (pl) % LEa (pl)
1 0-15 - 13,3 (5,15) - -
2 0-15 0-15  114(4,83) = 12,8(4,93) 17,3 (4,78)
3 5-20 0-20 148(4,54)  17,2(4,64) 13,6 (4,49)
4 10-35 10-35 @ 17,1(427) = 195 (4,34) 15,1 (4,25)
5 15-40 15-40 154 (4,000 18,5 (4,05) 5,5 (3,86)
6 10-35 10-35 11,7(3,75) @ 151 (3,81) 17,9 (3,71)
7 0-20 0-20 9,96 (3,52) 10,6 (3,58) 15,1 (3,49)
8 0-15 - 6,2 (3,32) 5,23 (3,39) 10,8 (3,30)
9 - - - - 4,73 (3,13)

Para melhor visualizacdo das bandas do padréo de pl acido, diferentes quantidades do

mesmo foram avaliadas nas condi¢des de analise estabelecidas para a EPOhr (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Gel de IEF das diluices do PPI e IFA EPOhr analisado pelo programa ImageMaster® (GE
Healthcare). Raia 1: Controle negativo (agua WFI 4pL); Raia 2: PPl 2,5-6,5 1:2; Raia 3: PPI 2,5-6,5 1:3; Raia 4:
PPI 2,5-6,5 1:4; Raia 5: IFA EPOhr 4 ug; Raia 6: Controle negativo (agua WFI 4pL).
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Os padrdes de pl detectados foram: Amiloglicosidase (3,50), glicose oxidase (4,15),
inibidor de tripsina de soja (4,55), pB-lactoglobulina A (5,20) e anidrase carbénica B humana

(6,55), cuja curva de calibracdo apresentou R? igual 0,9978 (Figura 4.12).
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Figura 4.12: Curva de calibragdo do PPI 2,5-6,5 obtida pelo programa ImageMaster®.

I
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Pode-se observar através da figura 4.13 que o PPI diluidol:2 apresentou melhor

definicdo das bandas. Os valores de pl das isoformas da amostra IFA EPOhr variou de 5,19 a
3,74, como demonstrado na figura 4.13.
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Figura 4.13: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF obtida pelo programa ImageMaster®: Agua WFI

como controle negativo (painéis A e F); PPI 1:2 (painel B); PPI 1:3 (painel C); PPI 1:4 (painel D); IFA EPOhr 4
ug (painel E).

Para avaliar o efeito da quantidade de amostra de EPOhr a ser aplicada nos géis de IEF-
PAGE, foram realizadas triplicatas do gel utilizando o pente 8/0,5uL (Figura 4.14), no qual
aplicou-se 1uL de cada amostra para minimizar o erro de pipetagem. Pode-se verificar que mesmo
com quantidades muito menores das amostras, foi possivel a deteccdo de pelo menos 7 isoformas

para o IFA, e 8 isoformas para o BRP e LEa EPOhr (Figura 4.15), estando de acordo com dados
obtidos com o pente 6/4pL.
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Figura 4.14: Gel de IEF do LEa EPOhr corado por nitrato de prata (A) e 0 mesmo gel ap6s analise pelo
programa ImageMaster® - GE Healthcare (B). Raia 1,4 e 8: Controle negativo (4gua WFI 4pL); Raias 2, 3: PPI
2,5-6,5 4; Raia 5: IFA EPOhr 0,5 ng; Raia 6: BRP EPOhr 0,5 pg; Raia 7: LEa EPOhr 0,5 pg
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Figura 4.15: Densitometria das bandas eletroforéticas da IEF obtida pelo programa ImageMaster®: Agua WFI
como controle negativo (painéis A, D e H); PPl 2,5-6,5 (painéis B e C); IFA EPOhr 0,5ug (painel E); BRP
EPOhr 0,5pg (painel F); LEa EPOhr 0,5ug (painel G).

As marcacOes nas extremidades do gel e a banda extensa observada na figura 4.15 H
estdo relacionadas ao anfélito utilizado na incubacao do gel. Variagcbes minimas no tempo de
incubacdo podem causar variagdo no teor de certos anfolitos incorporados ao gel, que
consequentemente, aparecem na revelagdo por prata como bandas, manchas ou aumento da
coloracdo de fundo. Desse modo, para garantir que tais interferéncias ndo atrapalhem as
analises, foi introduzido na metodologia de IEF-PAGE, as raias do branco, que correspondem
a agua WFI. O percentual de cada isoforma calculado a partir do volume de banda esta de
acordo com a faixa estabelecida pela F.E. e pelo CIM conforme listado na tabela 4.4. Dessa
maneira, mesmo sabendo-se que o CIM utiliza 4 ug da EPOhr, esta analise demonstra que
quantidades de EPOhr na ordem de 0,5ug séo suficientes para avaliagdo por IEF-PAGE. Isso

implica em uma menor quantidade de amostra para analisar e, com isso, menor custo do

processo. Neste caso, seria necessario ajustar apenas a diluicdo do PPI.

Tabela 4.4: Percentual encontrado para cada isoforma do IFA (%IFA), BRP (%BRP) e LEa (%LEa) EPOhr.

Isoforma % F.E. % CIM % IFA  %BRP % LEa
1 0-15 - 4,0 5,7 o1
2 0-15 0-15 13,8 11,9 13,4
3 5-20 0-20 19,8 19,0 18,2
4 10-35 10-35 21,3 20,9 20,9
5 1540 15-40 20,1 18,1 18,1
6 10-35 10-35 15,5 14,9 14,7
7 0-20 0-20 5,6 8,2 78
8 0-15 - § 1,2 15
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Levando-se em consideracdo que a técnica de Focalizacdo Isoelétrica estd sujeita a
muitos interferentes, deve-se atentar para determinadas etapas como o preparo da amostra, 0
qual envolve muitos procedimentos como a dosagem de proteinas, dessalinizacdo e secagem
que sdo pontos criticos no desenvolvimento do ensaio (Bento et al. 2003, Joyner, 2004, Marie
et al. 2004). Além disso, a formacdo do gradiente de pH do gel é um parametro que pode
inviabilizar o desempenho do método pela ma distribuicdo das isoformas através do gel
(Bento et al. 2003). Como a EPOhr possui caracteristicas de ponto isoelétrico acidas (Lasne &
Ceaurriz, 2000) foi necesséario estabelecer um gradiente de pH que possibilitasse a separacdo
das isoformas dentro da faixa &cida do gel. Desta forma, foi possivel a separacdo de 7 a 9
isoformas bem definidas das amostras de EPOhr (BRP, IFA e LEa), estando de acordo com
dados disponiveis na literatura (Gokana et al. 1997; Lai et al. 1986; Choi et al. 1996; Tanaka
& Nangaku, 2012).

A diferenca da quantidade e percentagem de cada isoforma entre as trés amostras
analisadas provavelmente estd relacionada ao teor de aclcares e &cido sialico presente na
EPOhr, o que poderia ser confirmado através de outras metodologias, por exemplo,
mapeamento peptidico ou quantificacdo de aglcares. Llop et al. (2008) demonstraram a
diferenca da quantidade de isoformas e pl entre as amostras da Eritropoetina Humana
enddgena, BRP e Eritropoetina delta. Portanto, a diferenca de resultados entre as amostras
analisadas neste trabalho era algo descrito e esperado. Além disso, enquanto o IFA e o LEa
apresentam em sua composi¢éo apenas alfapoetina, o0 BRP apesar de ter a mesma quantidade
de proteina (250 ug), a metade desta corresponde a eritropoetina alfa e a outra metade
eritropoetina beta (Behr-Gross, 2007). E descrito que a Eritropoetina beta possui maior
quantidade de isoformas béasicas se comparada a EPOhr alfa, estando tal diferenca relacionada
ao padréo de glicosilacdo (Storring et al. 1998).

Apesar de a metodologia padronizada seguir as recomendacdes do CIM, houve
pequena diferenca entre os resultados, sendo relatada a presenca de apenas 6 isoformas no
referido Instituto, o que pode ser devido a coloracdo dos géis. Apesar do CIM também realizar
a coloracdo por nitrato de prata, isto ndo ¢é feito com o kit de coloracdo Silver Staining Kit,
Protein - GE Healthcare, conforme utilizado nesse trabalho. A utilizacdo do kit de coloracéo
comercial, bem como a coloragdo automatizada, diminui os interferentes relacionados ao
preparo das solugdes e ao operador, o que poderia comprometer a detecgéo das bandas devido

ao background formado no gel.
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A utilizagdo do PhastGel Dry IEF também pode acarretar diferencas na distribuicéo de
cada isoforma, pois uma pequena diferenca no preparo da solucdo de hidratacdo e/ou no
tempo de hidratacdo do gel, pode gerar gradiente de pH diferente. Por esse motivo, seria mais
adequado o uso de um gel com um gradiente de pH &cido pré-estabelecido, como por exemplo
0 PhastGel com a faixa de pH 4-6,5, 0 que provavelmente tornaria mais uniforme os
resultados obtidos em diferentes dias e/ou diferentes operadores.

Com relacdo a estimativa dos valores de pl para a EPOhr, observou-se a presenca de
isoformas na faixa entre 3,13 e 5,19 nas amostras analisadas, em concordancia com dados
disponiveis na literatura (Lasne & Ceaurriz, 2000, River & Saugy, 2003). Segundo Choi et al.
(1996), as isoformas de EPOhr possuem pl na faixa de 4,5 a 5,0 com variacgéo entre diferentes
amostras, 0 que esta relacionado, principalmente, com o nivel de &cido sialico presente nas
extremidades das cadeias glicidicas da molécula. A presenca de maior quantidade de &cido
sidlico torna o pl da EPOhr mais baixo. Portanto, os dados obtidos para as amostras avaliadas
podem ser um indicativo da presenca de isoformas com altos niveis de &cido sialico, as quais
sdo desejaveis para uso terapéutico, uma vez que a presenca de moléculas de &cido sialico
aumenta a permanéncia do biofarmaco no organismo, potencializando seu efeito
farmacoldgico (Halstenson et al., 1991, Allon et al., 2002).

Além da concordancia dos resultados de pl e quantidades de isoformas com dados
disponiveis na literatura, a padronizacdo desta técnica permitiu a analise do percentual de
cada isoforma. Foi demonstrado que apesar de ter sido detectado nimero maior de isoformas
do que é considerado pela F. E. e pelo CIM, as mesmas se encontram dentro da faixa
estabelecida, como pode ser observado nas tabelas 4.3 e 4.4. Sendo assim, a metodologia
padronizada e validada é reprodutivel e adequada para a analise da EPOhr pelo Controle de
Qualidade.

Entretanto, a F.E. preconiza para determinacdo das isoformas a técnica de eletroforese
capilar, que é mais sensivel e mais automatizada que a focalizacdo isoelétrica, minimizando
os interferentes relacionados ao operador (Girard et al. 2012) além das alteracdes relativas a
uniformidade do gradiente de pH.
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4.3- Eletroforese Capilar de Zona (CZE)

A padronizacdo da técnica CZE foi realizada utilizando-se a amostra LEa EPOhr e, 0s
resultados obtidos foram avaliados de acordo com mudancgas nos parametros da metodologia.
Inicialmente foi modificada a tensdo na faixa de 20 a 30 kV. Apds o ajuste da tensdo, outros
parametros importantes foram avaliados como: temperatura, pressdo e tempo de injecao.
Desta forma, pode-se observar a separacdo de seis picos majoritarios bem evidentes
apresentando amplitude maxima de aproximadamente 2.3 mAU (Figura 4.16) e uma
tendéncia a separacdo da primeira e oitava glicoforma de EPOhr que corresponde a isoforma
mais basica e mais 4&cida, respectivamente, as quais geralmente apresentam-se no
eletroferograma por um pico relativamente menor que os demais. A linha de base apresentou-

se levemente inclinada, mas sem ruido, indicando que a mesma encontra-se instavel.
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Figura 4.16: Eletroferograma do LEa EPOhr. Pardmetros de corrida: 30kV, 300pA, 6W, Pressdo de injecdo
50mBar, Tempo de injecdo 10 segundos, duragéo da corrida 100 minutos.

Com o objetivo de aumentar a area relativa a primeira e a Gltima glicoformas, a
pressdo de injecao foi ajustada para 100mBar e o tempo de injecdo elevado para 75 segundos.
Desta forma, houve 0 aumento da concentracdo da EPOhr no capilar, o que acarretou maior
fluxo eletrosmético e maior absorbancia (40 mAU), levando ao aumento das areas relativas a
cada isoforma. Porém, este aumento implicou em desestabilizacdo da linha de base relativa a
conformacéo da area dos picos.

Para a escolha dos parametros ideais e reprodutiveis das corridas, foram realizadas 10
corridas fixando-se a concentracdo de proteinas (2 pg/uL), pressdo (75 mBar), tempo de
injecdo (75s) e a temperatura do sistema (28°C), variando-se apenas a voltagem a qual o

capilar foi submetido (30 e 28 kV). Comparando-se os perfis dos eletroferogramas obtidos, o
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resultado cuja area dos picos das 8 isoformas encontram-se mais precisos e com menor
sobreposicdo entre as areas adjacentes sao os obtidos com 28 kV. A figura 4.17 A demonstra
a area e 0 tempo de retencdo obtido para o LEa com os picos relacionados as isoformas bem

resolvidos. A figura 4.17 B é o eletroferograma representativo de cinco das dez replicatas

realizadas, demonstrando perfil idéntico entre elas.
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Figura 4.17: Eletroferograma do LEa EPOhr. A: area e tempo de retencdo da amostra; B: 5 das 10 replicatas
realizadas. Pardmetros de corrida: 28kV, 300uA, 6W, Pressdo de injecdo 75mBar, Tempo de injecdo 75

segundos, temperatura 28°C, duracdo da corrida 100minutos.
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A é&rea percentual dos picos do eletroferograma foi utilizada para calcular a

percentagem de cada isoforma do LEa EPOhr e comparar com as especificagdes da F.E. A

tabela 4.5 a sequir apresenta a area percentual das 8 isoformas detectadas nas 10 corridas

realizadas, juntamente com a média (M), desvio padréo (S) e variancia (S?).

Tabela 4.5: Area percentual das 8 isoformas (I) detectadas no LEa EPOhr, juntamente com a média (M), desvio
padréo (S) e variancia (S°) entre as 10 replicatas realizadas.

1
2
3
4
5
6
7
8

1

3,29
11,67
19,34
20,76
20,38
15,78
6,85
1,93

Corridas eletroforéticas
2 3 4 5 6 7 8 9
322 314 314 321 317 324 29 3,17
11,66 11,44 1158 11,72 11,74 11,84 11,79 11,83
19,57 19,20 19,39 19,58 19,68 19,64 19,78 19,69
20,97 20,54 | 20,87 20,96 | 21,06 K 20,95 21,14 | 21,04
20,54 20,24 20,42 20,38 20,52 20,32 20,61 20,43
15,78 A 16,07 | 15,92 | 15,75 @ 15,74 | 15,60 15,62 @ 15,58
6,63 722 690 6,73 659 670 655 6,68
163 | 2,16 | 1,77 @ 167 | 150 1,71 @ 155 | 1,57

M
3,16
11,71
19,55
20,93
20,43
15,75
6,75
1,71

10
3,04
11,83
19,61
21,04
20,47
15,71
6,68
1,63

S
0,10
0,13
0,18
0,17
0,11
0,15
0,19
0,20

Avaliacgao estatistica

g2
0,010
0,016
0,033
0,030
0,012
0,022
0,038
0,040

Os mesmos parametros estabelecidos para o LEa EPOhr foram testados para o IFA e

BRP EPOhr. O perfil dos eletroferogramas foi bastante similar entre as amostras. Entretanto,

o IFA apresentou amplitude diferente do que foi observado para LEa e para 0 BRP (Figuras
4.18 e 4.19). A érea percentual das isoformas do IFA e BRP EPOhr pode ser observada nas

tabelas 4.6 e 4.7 respectivamente. A analise entre as replicatas foi realizada a partir do célculo

da média (M), desvio padrdo (S) e variancia (S%), os quais sdo apresentados nas referidas

tabelas.
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Figura 4.18: Eletroferograma do IFA EPOhr. A: area e tempo de retencdo da amostra; B: 5 das 10 replicatas
realizadas. Pardmetros de corrida: 28kV, 300uA, 6W, Pressdo de injecdo 75mBar, Tempo de injecdo 75
segundos, temperatura 28°C, duracdo da corrida 100minutos.

Tabela 4.6: Area percentual das 8 isoformas (1) detectadas no IFA EPOhr, juntamente com a média (M), desvio
padrdo (S) e variancia (S?) entre as 10 replicatas realizadas.

I
1

3,12
11,20
19,04
20,71
20,34
16,10
7,39
2,09

0 ~N OO wWwN R

2
3,05
11,19
19,01
20,75
20,41
16,12
7,43
2,03

3
3,20
10,98
18,80
20,58
20,13
15,94
7,73
2,63

4
3,01
11,12
18,89
20,62
20,34
16,14
7,61
2,27

5
3,17
10,96
18,66
20,41
20,16
16,27
7,71
2,66

6
3,12
11,10
18,89
20,78
20,37
16,20
7,48
2,05

7
2,96
10,98
19,09
20,64
20,31
16,16
7,49
2,38

Corridas eletroforéticas

8
3,02
11,11
18,97
20,77
20,40
16,21
1,47
2,05

9
2,83
10,99
18,91
20,68
20,41
16,30
7,71
2,17

10
3,02
10,76
18,49
20,64
20,36
16,22
8,00
2,52

M
3,05
11,04
18,88
20,66
20,32
16,17
7,60
2,29

S
0,108
0,134
0,184
0,111
0,100
0,101
0,189
0,249

Tratamento de dados

g2
0,012
0,018
0,034
0,012
0,009
0,010
0,035
0,062
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Figura 4.19: Eletroferograma do BRP EPOhr. A: &rea e tempo de retencdo da amostra; B: 5 das 10 replicatas
realizadas. Pardmetros de corrida: 28kV, 300uA, 6W, Pressdo de injecdo 75mBar, Tempo de injecdo 75

segundos, temperatura 28°C, duracao da corrida 100minutos.
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Tabela 4.7: Area percentual das 8 isoformas (1) detectadas no BRP EPOhr, juntamente com a média (M), desvio
padréo (S) e variancia (S°) entre as 10 replicatas realizadas.

1 Corridas eletroforéticas Tratamento de dados

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M S s
079 08 081 079 078 081 077 0,90 0,75 094 0,82 006 0,003
200 208 | 194 | 188 193 193 19 | 1,89 1,88 @ 190 @ 1,93 0,06 | 0,004
575 588 578 569 573 562 580 558 553 550 568 013 0,015
18,32 18,46 | 18,53 K 18,49 18,44 | 18,43 1853 | 18,25 | 18,14 | 17,88 18,35 | 0,21 0,043
27,34 2724 2748 2747 27,47 2739 27,44 27,35 27,44 27,18 27,38 0,10 0,010
27,88 | 27,60 | 27,80 27,84 | 27,81 27,85 | 27,70 A 27,98 & 28,10 28,14 27,87 0,17 0,028
16,41 16,35 16,30 16,41 16,39 16,50 16,39 16,55 16,65 16,80 16,48 0,15 0,023
1,52 1,56 1,37 | 1,43 1,45 1,46 1,47 1,50 1,51 1,66 1,49 | 0,08 0,006

o ~No ol W NP

O esquema representativo dos eletroferogramas das amostras BRP, IFA e LEa EPOhr
analisadas (Figura 4.20), evidencia o mesmo perfil de separacdo e mesma quantidade de

isoformas entre elas.
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Figura 4.20: Eletroferograma representativo das trés amostras analisadas. A: BRP EPOhr; B: IFA EPOhr; C: LEa
EPOhr. Pardmetros de corrida: 28kV, 300uA, 6W, Pressdo de injecdo 75mBar, Tempo de injecdo 75 segundos,
temperatura 28°C, duracdo da corrida 100minutos.
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O percentual de cada isoforma foi calculado a partir da area dos picos nas amostras de
LEa, IFA e BRP. Para avaliar se os resultados obtidos para cada isoforma nas diferentes
amostras sdo homogéneos entre si, foi utilizado o teste de Levene modificado, que se trata de
um procedimento interessante por ser robusto a desvios da normalidade (Montgomery, 2008).
Resumidamente, o teste usa para cada grupo de resultados de uma isoforma, o desvio absoluto
de cada observacdo com relacdo a mediana deste grupo. Se as médias destes grupos de
desvios absolutos forem iguais, as variacbes entre 0s grupos serdo as mesmas. Para esta
Gltima verificacdo, foi utilizada a ferramenta estatistica F da ANOVA para testar igualdade
entre as médias dos desvios absolutos (Montgomery, 2008).

Utilizando um nivel de significancia de 5%, considera-se que a diferenca entre as
dispersdes € estatisticamente significativa quando o p-valor do teste for inferior a 0,05. Na
tabela 4.8 estdo listados os resultados da média percentual de cada isoforma (M), o desvio-
padrdo (S) e o p-valor obtido entre as diferentes amostras juntamente com a faixa percentual
de cada isoforma especificado pela F.E.

Tabela 4.8: Média da area percentual (M%) e desvio padrdo (S) das 8 isoformas (l) detectadas nas amostras LEa,

BRP e IFA EPOhr em comparacéo com a faixa percentual de cada isoforma estabelecida pela F.E., juntamente
com os resultados do p-valor.

F.E % M% LEa SLEa | M%BRP | SBRP | M%IFA | SIFA p-valor

|

1 0-15 3,16 0,098 0,82 0,060 3,02 0,147 0,211
2 0-15 11,71 0,127 1,93 0,063 11,01 0,161 0,070
3 5-20 19,55 0,181 5,68 0,126 18,86 0,183 0,995
4 10-35 20,93 0,174 18,35 0,207 20,68 0,135 0,183
5 15-40 20,43 0,109 27,38 0,103 20,35 0,139 0,811
6 10-35 15,75 0,149 27,87 0,168 16,19 0,118 0,193
7 0-20 6,75 0,195 16,48 0,153 7,62 0,186 0,737
8 0-15 1,71 0,200 1,49 0,080 2,27 0,241 0,080

Podemos observar que todas as amostras analisadas se encontram em concordancia
com a faixa percentual especificada. Além disso, pode-se observar que os resultados obtidos
entre as diferentes amostras sdo homogéneos entre si, tendo em vista que o p-valor foi maior
que 0,05 para todas as isoformas detectadas. Dessa forma, a técnica de Eletroforese Capilar de
Zona (CZE), demonstrou ser eficaz e reprodutivel para a analise das isoformas de EPOhr. Em
comparacdo com a Focalizacdo Isoelétrica (IEF), a metodologia CZE tem se tornado mais
utilizada e preconizada para a analise das isoformas de glicoproteinas recombinantes
(Barbosa, J. et al. 2006), devido principalmente a facilidade em reproduzir réplicas da analise
com menor variacdo entre elas (Lamb et al. 2005). Além disso, a técnica é bastante

promissora por necessitar de pequenas quantidades tanto de amostra como do eletrélito de
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andlise, apresentar um alto poder de resolucdo e, ainda poder ser executada em um curto
intervalo de tempo (Tavares, 1996; Poitevin, M. et al. 2007; Agilent Technologies 2009).

A modificacdo do protocolo estabelecido pela F.E. para analise das isoformas de
EPOhr através da CZE demonstrou resultados semelhantes e diminuiu o tempo de analise em
média 20 minutos. Além disso, a variacdo entre as replicatas e entre as trés amostras
analisadas ndo demonstrou diferenca significativa, sendo, portanto, a técnica bastante
reprodutivel. Os resultados obtidos utilizando-se as amostra de LEa, IFA e BRP EPOhr,
submetidas a dessalinizacdo, apresentou eletroferograma compativel com 6 isoformas
majoritarias e 2 minoritarias corroborando com os resultados obtidos através da IEF neste
estudo e, correspondendo ao perfil esperado quando comparado aos dados disponiveis na F.E.
e na literatura (Gokana A. et al. 1997, Bietlot H. & Girard M., 1997; Behr-Gross M.E., Daas
A. & Bristow A.F., 2004; Zhang J. et al. 2009).

A maioria dos recentes trabalhos para a determinacdo das isoformas de EPOhr é
baseada no método descrito pela F.E., o qual determina a utilizacdo do tamp&o de separacdo
contendo 2,5 mM de putrescina para evitar a adsorcao da proteina na superficie do capilar
(Girard et al., 2012). Porém, foi conseguido melhor separacdo das isoformas modificando-se
para 3,9 mM de putrescina segundo Frutos et al. (2003). Além disso, outros parametros
modificados durante o desenvolvimento e padronizacdo da metodologia como a pressao,
tempo de injecdo, temperatura do sistema e a voltagem a qual o capilar foi submetido
demonstram eletroferogramas com melhor resolucdo em comparacdo com dados da literatura.

Um ponto critico da utilizacdo deste método é o condicionamento do capilar apds as
corridas e entre as mesmas. Tomando-se as devidas precaucies recomendadas na F.E, houve
separacdo de 8 isoformas em aproximadamente 60 minutos com boa repetibilidade para as
trés amostras analisadas. No entanto Zhang et al. (2009) relataram falta de reprodutibilidade
do método, 0 que pode estar relacionado ao condicionamento inadequado do capilar, pois esta
etapa é extremamente necessaria para remover completamente a putrescina e restabelecer o
pH na superficie da silica. Por este motivo, os autores propuseram um procedimento de
lavagem utilizando uma combinagdo de &cido, base e agua em um longo periodo, sendo sua
eficacia demonstrada. Durante o presente estudo, a reprodutibilidade quanto a resolugdo dos
eletroferogramas foi mantida por até doze corridas consecutivas, quando o capilar necessitava
ser removido para a limpeza das partes moveis do equipamento onde havia depdsito de sais
provenientes do tampdo com solucdo saturada de uréia. O tempo de retencdo das amostras em

cada corrida foi sempre decrescente ao longo das replicatas realizadas. Este fato relaciona-se
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possivelmente ao tipo de equipamento, aos parametros estabelecidos para a analise, bem
como ao acondicionamento do capilar. Entretanto, o que se leva em consideracdo é o perfil
eletroforético similar entre as analises.

Park et al. (2009) propuseram a utilizacdo de revestimentos poliméricos comerciais
para evitar a falta de reprodutibilidade que tinha sido previamente observada nos capilares nao
revestidos. Neste estudo, o capilar utilizado foi do tipo ndo revestido de silica fundida,
conforme especificacbes da F.E. Outros autores relataram que a causa da falta de
reprodutibilidade pode também estar relacionada ao pré-tratamento da amostra, da qual deve
ser previamente retirado os sais e outros componentes presentes na formulacdo (Alahmad et
al., 2011). Os dados obtidos neste estudo, ndo relacionam a dessalinizagdo a falta de
reprodutibilidade e sim com o perfil eletroforético de separacdo, j& que todas as amostras
foram dessalinizadas em coluna Hitrap® antes da anélise. Entretanto, para a amostra BRP a
concentracdo de proteinas apos a dessalinizacdo foi muito baixa, sendo utilizada, por isso, a
coluna Amicon®Ultra 10.000, com a qual a recuperagdo da concentracdo de proteinas foi
melhor, possibilitando a lavagem da solugdo concentrada para retirada de sais, minimizando a
quantidade de interferentes.

As formulacGes geralmente contém uma mistura variada de excipientes que incluem
pequenas moléculas, tais como sais, agucares, aminoacidos, além de moléculas maiores, como
a albumina bovina e polissorbato. Neste contexto, torna-se desejavel desenvolver métodos
largamente aplicaveis para a avaliagdo de produtos de varias fontes. Boucher et al. (2012)
desenvolveram um método, previamente publicado, para analise de produto final e IFA (alfa,
beta e darbepoetina) sem necessidade de pré-tratamento da amostra. Neste estudo, 0 método
mostrou ser aplicavel a todas as formulagdes encontradas, isto é, na presenca de polissorbato,
albumina e sais como excipientes principais, alargando assim o leque de produtos que podem
ser analisados sem pre-tratamento. Além disso, sabe-se que as diferentes formas de
apresentacdo da EPOhr diferem-se quanto ao padrdo de glicosilacdo, ocasionando diferencas
no padrdo das isoformas bem como em suas propriedades bioldgicas. A Eritropoetina beta
tem menos porcéao de acido sialico se comparado a EPOhr alfa, fazendo com que as isoformas
bésicas estejam em maiores quantidades, o que reduz a afinidade pelo receptor e
consequentemente a atividade bioldgica (Storring et al. 1998). Como dito anteriormente, 0
BRP difere-se das outras amostras analisadas por ser composto por Eritropoetina alfa e beta,
enquanto que o IFA e Lea apresentam em sua composicdo apenas Eritropoetina alfa.
Entretanto, a andalise por EC demonstrou similaridade qualitativa entre os perfis

eletroforéticos das diferentes amostras.
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Desta forma, a padronizacdo da metodologia CZE realizada neste trabalho, permitir a
implantacdo da andlise das isoformas para o produto intermediario da EPOhr, como
preconizado pela F.E., no Controle de Qualidade em Bio-Manguinhos/FIOCRUZ. Para isso,
sera desenvolvido um protocolo de validacdo, conforme a resolugcdo 899 (ANVISA), para
demonstrar que 0 método analitico é adequado para identificacdo e avaliagdo das glicoformas
da EPOhr.

4.4- Validacdo da metodologia SDS-PAGE

4.4.1.-Especificidade

E a capacidade que um método possui de medir inequivocamente um composto em
presenca de outros componentes, tais como impurezas, produtos de degradacdo ou
componentes da matriz (Brasil, 2003), por tanto € uma medida do quanto o método é
indiferente a presenca, na amostra, de espécies que poderiam interferir na determinagcdo do
analito (Leite, 2002). Segundo a RDC 899 (Brasil, 2003), um método é considerado
especifico quando o contaminante ndo interfere no resultado da amostra em anélise.

Para avaliar a especificidade, foram realizados sete corridas eletroforéticas, nas quais
foram aplicadas o LEa EPOhr dessalinizado e ndo dessalinizado (Figura 4.21). Em todas as
analises apenas uma banda eletroforética com mobilidade eletroforética de 0,515 + 0,016
(desvio-padrdao de 0,008) foi encontrada. Entretanto, pode-se observar que a amostra
dessalinizada (raias 3 e 4) apresenta banda mais compacta e coloragdo mais escura se
comparada a amostra ndo dessalinizada (raias 6 e 7). O controle negativo realizado com a
solucdo de formulacdo na auséncia da proteina, ndo apresentou bandas (raias 9 e 10),

conforme figura 4.22.
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Figura 4.21: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr. Raia 1: Padrfes de peso molecular; Raia 2: Tamp&o de amostra
(controle negativo); Raia 3: LEa EPOhr 10 pg dessalinizado; Raia 4: LEa EPOhr 10 pg dessalinizado; Raia 6:
LEa EPOhr 10 pg ndo dessalinizado; Raia 7: LEa EPOhr 10 pg ndo dessalinizado; Raia 9: solucdo de formulacéo
EPOhr 10uL e Raia 10: solugdo de formulagdo EPOhr 10pL.



68

Tabela 4.9: Avaliagdo dos parametros eletroforéticos obtidos ap6s analise do LEa EPOhr por SDS-PAGE
Volume da banda x10° = Altura do pico x10° = Area da banda x10°

LEa dessal. 62,54 13,14 7,80
LEa néo dessal. 50,86 9,03 9,24
Média 56,70 11,09 8,52
Desvio Padrao 8,26 2,90 1,02
CV % 14,56% 26,14% 11,97%

Foi evidenciado que o parametro de analise “area da banda” apresentou menor desvio-
padréo e coeficiente de variacdo (CV%) entre o LEa dessalinizado e ndo dessalinizado, se
comparado aos outros parametros (volume da banda e altura do pico), como pode ser
observado na tabela 4.9. Os parametros listados abaixo representam a média obtida entre as

replicatas.
4.4.2- Linearidade
Para a definicdo da linearidade do SDS-PAGE foram realizadas sete corridas

eletroforéticas, nas quais foram aplicadas concentragdes crescentes do LEa EPOhr variando

de 0,5 nug a 15 pg de massa de EPOhr, como pode ser observado na figura 4.22

Figura 4.22: Eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% em condigdes desnaturantes do LEa EPOhr.

Raia 1: Padrfes de peso molecular; Raia 2: Tampédo de amostra (controle negativo); Raia 3: LEa EPOhr 0,5 ug;
Raia 4: LEa EPOhr 1 pg; Raia 5: LEa EPOhr 2 pg; Raia 6: LEa EPOhr 4 pg; Raia 7: LEa EPOhr 6 pg; Raia 8:
LEa EPOhr 8 pg; Raia 9: LEa EPOhr 10pg e Raia 10: LEa EPOhr 15pg.

Em todos os géis analisados foram observados apenas uma banda difusa, com peso
molecular variando entre 26 kDa a 30 kDa (Figura 4.22 e 4.24). O peso molecular médio
destas bandas foram estimados contra curva de calibracdo de peso molecular feita a partir de
padrdes de PM Kaleidoscope Polypeptide Standards (Bio-Rad) apresentada na figura 4.23.

Embora o coeficiente de determinacdo da curva de PM seja perfeitamente aceitavel, igual a
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0,9968, os valores de PM estimados para a EPOhr foram menores do que é descrito na
literatura, de aproximadamente 34 kDa (Gokana et al. 1997; Zhang et al. 2009). Tal
discrepancia € irrelevante para o estudo de linearidade, uma vez que as bandas de EPOhr séo
difusas, o que dificulta a marcacdo do centro das bandas e o padrdo selecionado nédo é o mais

adequado para a EPOhr, como sera observado na figura 4.33.
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Figura 4.23: Curva de calibracdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr (0,5 pg a 15 pg),
obtida pelo programa ImageMaster®.
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Figura 4.24: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padrdo de peso molecular (painel
A), do Tampéo de amostra (painel B) e do LEa EPOhr 0,5pg, 1 pg, 2 pg, 4 pg, 6 pg, 8 ug, 10 pg e 15 pg
(painéis C a J, respectivamente), obtida pelo programa ImageMaster®.
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A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar que 0s
resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra
(Brasil, 2003). O ICH e a ANVISA recomendam que para estabelecer a linearidade, um
minimo de cinco concentragdes deve ser utilizado, realizando leituras em triplicata (ICH,
2005, Brasil, 2003). As curvas mostradas na figura 4.25, demonstram que independentemente
do parametro selecionado, seja area, altura ou volume de banda, ha uma relacdo linear entre
esses parametros e a massa do LEa aplicada, conforme evidenciado pelos coeficientes de

correlacdo maiores que 0,95.
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Figura 4.25: Relacdo entre a quantidade de massa do LEa EPOhr aplicada no gel com o volume de banda (A),
altura do pico (B) e area de banda (C) obtida por cada banda eletroforética.
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O parametro de analise volume da banda obteve o maior R* e, por esse motivo, foi
selecionado para a comparacao entre as replicatas do gel. Na tabela 4.10 com os valores da
média (M) e desvio padrdo (S) entre as mesmas massas da amostra, os desvios-padrdes das
estimativas de volume de banda séo baixos, exceto para as bandas de 8 pg e 10 pg. A maior
dispersdo de valores nas condi¢cbes de maior quantidade de amostra é explicado pela
dificuldade de delimitar a banda para a sua analise. Através da figura 4.26 pode-se evidenciar
que a replicata 6 teve comportamento mais linear com R? igual a 0,9918.

Tabela 4.10: Média (M) e desvio padréo (S) do volume de banda nas diferentes massas de proteina (ug) do LEa
EPOhr nas sete replicatas do gel (1 a 7) para avaliacdo do pardmetro linearidade
Volume da Banda x 10°
g 1 2 3 4 5 6 7 M S

050 | 48 752 | 48 675 677 | 501 242 546 172
1,00 1400 1624 1156 1453 1217 885 462 1171 3,92
200 | 2332 31,11 | 2597 | 2380 2612 1580 12,74 2269 6,34
400 4415 4349 4841 4594 4107 2860 4314 4211 6,39
6,00 | 5325 5845 | 56,73 | 4997 4987 3897 51,34 5123 632
800 8814 9499 7470 6067 6438 46,62 5508 6923 17,60
10,00 100,64 12350 93,60 71,13 8154 @ 57,23 8263 87,18 21,40

-
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Figura 4.26: Grafico comparativo do volume da banda entre as 7 replicatas do gel realizado para avaliacdo do
parametro linearidade.
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4.4.3 - Intervalo

As quantidades utilizadas para comprovar o intervalo do método (4,0ug, 6,0ug, 8,000,
10,0pg, 12,0ug e 14,0 pg), estdo de acordo com a RE n° 899 que recomenda uma faixa de 80
a 120% da massa teorica do teste (10,0ug). Nas sete analises deste parametro apenas uma

banda difusa com peso molecular médio de 31,39 kDa foi observada (Figura 4.27 e 4.29).

2000 [(AH B HEBEE Eﬂlﬂﬂ
I Il I

02000 ] |$

2200+ |+

35700 | ¢ sllall Hotlal Hoils

28.900 —

208007 f ¢ N
L_lllI |

Figura 4.27: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr analisada pelo programa ImageMaster® (GE Healthcare).

Raia 1: Padrdes de peso molecular; Raia 2: Tampao de amostra (controle negativo); Raia 3: LEa EPOhr 4,0 nug;
Raia 4: LEa EPOhr 6,0 pg; Raia 5: Tampéao de amostra (controle negativo); Raia 6: LEa EPOhr 8,0 pg; Raia 7:
LEa EPOhr 10,0 pg; Raia 8: Tampao de amostra (controle negativo); Raia 9: LEa EPOhr 12ug e Raia 10: LEa
EPOhr 14pg.

O valor de PM da EPOhr foi maior do que o estimado no item anterior em
consequéncia do padrdo utilizado nestas analises (Prestained SDS-PAGE Standards — Broad
Range). O valor do coeficiente de determinacdo da curva de calibragdo com este padrdo
(Figura 4.28) foi menor do que o observado na figura 4.23. Tal diferenca ndo é significativa
(<0,0026) e o intervalo de peso molecular deste padrdo é mais adequado para a estimativa do
PM da EPOhr por abranger uma faixa maior de peso molecular (20,8 kDa a 214 kDa).
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Figura 4.28: Curva de calibracdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr, obtida pelo programa
ImageMaster®.
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Figura 4.29: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padrdo de peso molecular (painel
A), do Tampéo de amostra (painel B, E e H) e do LEa EPOhr 4pug, 6 pg, 8 pug, 10 pg, 12 pg, e 14 pg (painéis C,
D, F, G, | e J), obtida pelo programa ImageMaster®.

Na tabela 4.11 pode-se verificar que houve pouca dispersdo dos dados em relacdo as
médias. A proporcionalidade entre a massa aplicada e o volume de banda se manteve em

todas as corridas eletroforéticas conforme observado na figura 4.30.

Tabela 4.11: Média (M) e desvio padrdo (S) do volume de banda nas diferentes massas de proteina (ug) do LEa
EPOhr nas sete replicatas do gel (1 a 7) para avaliagdo do parametro intervalo

Volume de Banda x 10*

ug 1 2 3 4 5 6 7 M s

4 54,0 47,71 45,30 @ 38,04 43,33 61,51 49,60 49,00 1,67
6 74,98 56,73 64,27 47,54 56,59 80,05 71,75 64,56 11,65
8 90,89 76,63 78,52 61,48 68,12 104,14 87,03 80,97 14,38
10 101,86 85,62 89,67 75,74 86,40 116,72 101,85 93,98 13,66
12 121,11 | 103,77 @ 103,76 | 86,41 95,83 137,49 | 113,60 108,85 @ 16,92
14 137,46 111,74 117,61 9955 102,93 152,36 126,54 121,17 19,01
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Figura 4.30: Curva entre o volume de banda e massa de proteina para avaliacdo do pardmetro intervalo nas 7

replicatas do gel.

4.4.4- Repetibilidade

Para avaliacdo deste parametro foi aplicado 10pg do LEa EPOhr em 6 raias do gel,

conforme observado na figura 4.31.
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35.700
28.900
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Figura 4.31: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr analisada pelo programa ImageMaster® (GE Healthcare).

Raia 1: PadrGes de peso molecular; Raia 2: Tampéao de amostra (controle negativo); Raia 3: LEa EPOhr 10 pg;
Raia 4: LEa EPOhr 10 pg; Raia 5: Tampédo de amostra (controle negativo); Raia 6: LEa EPOhr 10 ug; Raia 7:
LEa EPOhr 10 pg; Raia 8: Tampdo de amostra (controle negativo); Raia 9: LEa EPOhr 10pug e Raia 10: LEa

EPOhr 10pg.

O peso molecular estimado para o LEa EPOhr nesta analise foi de 33,5 kDa (Figura

4.33), com um erro percentual menor do que 1,5%. O PM foi estimado contra curva de
calibracdo apresentada na figura 4.32. O PPM Prestained SDS-PAGE Standards — Broad

Range é mais adequado a analise da EPOhr em gel 12,5% se comparado ao PPM

Kaleidoscope Polypeptide Standards, pois possui maior faixa de peso molecular.
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Figura 4.32: Curva de calibracdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr obtida pelo programa
ImageMaster®.
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Figura 4.33: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padrdo de peso molecular (painel
A), do Tampdo de amostra (painel B, E e H) e do LEa EPOhr 10 pg (painéis C, D, F, G, | e J) obtida pelo
programa ImageMaster®.
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As bandas do LEa EPOhr apresentaram baixa variacdo de volume de banda, altura de
pico e area, conforme pode ser observado pelos valores de desvio-padrdo e coeficiente de

variacao descritos na Tabela 4.12

Tabela 4.12: Avaliacdo das bandas do LEa EPOhr apresentadas na Figura 4.33. Os valores de volume de banda,
area e altura de banda foram estimados a partir da anélise densitométrica das bandas de LEa aplicadas em um
mesmo gel.

Volume da banda x 10° | Altura do pico x 10° Area da banda x 10°

1 44,65 9,27 7.54

2 40,43 8,44 6,97

3 41,96 8,44 6,97

4 40,05 8,49 6,89

5 46,36 8,82 6,39

6 45,64 9,12 6,97
M™ 43,18 8,77 7,04
S 2,73 0,37 0,25
CV%' 6,32 4,21 3,55

* M: Média; S: desvio padrdo; CV%: coeficiente de variagio

A érea de banda foi selecionada como parametro para comparar os resultados obtidos
na anélise da repetibilidade do SDS-PAGE em um mesmo gel, por apresentar a menor
dispersdo entre os resultados (Tabela 4.12). A avaliacdo das bandas do LEa mostrou que,
para uma mesma concentracdo, a area das bandas relativas ao LEa EPOhr sofreu pouca
variacdo quando a amostra foi aplicada em um mesmo gel (Tabelas 4.12 e 4.13). Tal preciséo
também foi notada mesmo quando a amostra foi submetida a corridas eletroforéticas em géis
diferentes (Tabela 4.13), ou seja, desde que o sistema de revelacdo ou o gel de poliacrilamida
ndo mude, a metodologia de SDS-PAGE é reprodutivel.

O coeficiente de variacdo (CV%) abaixo de 5% demonstra concordancia entre 0s
resultados de area de banda obtidos nas replicatas do gel, comprovando a repetibilidade do
meétodo. A comparagdo entre os resultados é melhor ilustrada na figura 4.34, onde observa-se
que as areas se distribuem préximas do valor médio, com nenhum valor discrepante

visualizado.
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Tabela 4.13: Avaliagdo das areas das bandas relativas ao LEa EPOhr obtidas em sete corridas eletroforéticas
diferentes. Em cada corrida foram aplicados seis amostras contendo 10ug do LEa EPOhr.

Area de Banda x 10°
Corridas eletroforéticas Avaliagdo estatistica
Banda de EPOhr 1 2 3 4 5 6 7 M S CV(%)
1 764 734 730 7,54 7,31 7,61 714 741 019 256

712 712 715 697 699 719 706 7,08 008 113
690 690 693 697 740 730 731 7,10 0,22 3,09
6,78 698 739 689 737 681 706 704 025 355
705 705 704 699 723 730 770 719 024 3,34

6,19 637 689 687 673 671 697 667 029 435
* M: Média;S: desvio padrdo; CV%: coeficiente de variacéo
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Figura 4.34: Gréfico comparativo entre a area das bandas do LEa EPO analisadas em corridas eletroforéticas
diferentes.

4.4 5- Precisdo Intermediaria

E a concordancia entre os resultados do mesmo laboratério, mas obtidos em dias
diferentes, com analistas diferentes e/ou equipamentos diferentes. As quatro réplicas do gel
realizadas por outro analista apresentaram uma unica banda difusa nas raias em que foi
aplicado o LEa EPOhr com peso molecular médio de 34,35 kDa, o qual foi definido pelo
programa ImageMaster® a partir do PPM BenchMark™ Protein Ladder (Figuras 4.39 e 4.41).
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Figura 4.35: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr. Raia 1: Tamp&o de amostra (controle negativo); Raia 2: Padrdes
de peso molecular; Raias 3, 4, 5 e 6: LEa EPOhr 10 pg.

Conforme dito anteriormente, o peso molecular foi calculado em relacdo a uma curva

de calibracdo (Figura 4.36), cujo coeficiente de determinacdo foi de 0,9983, perfeitamente

aceitavel pelos 6rgaos de Controle de Qualidade nacionais.
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Figura 4.36: Curva de calibracdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr obtida pelo programa

ImageMaster®.
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Figura 4.37: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padrao de peso molecular (painel
B) e do LEa EPOhr 10 pg (painéis C, D, E e F) obtida pelo programa ImageMaster®.

Os valores de Area de banda foram selecionados para comparacdo entre os valores

obtidos para o pardmetro Precisdo Intermediaria e Repetibilidade, pois para analise destes dois

parametros foi utilizado a mesma massa de proteina do LEa EPOhr (10ug). Os valores de area

de banda mostrados na Tabela 4.14, apresentam pouco desvio em relacdo a média, o que é

representado pelos baixos valores de desvio-padrédo e coeficiente de variagdo. Sendo assim, a

eletroforese em gel de poliacrilamida cumpre os parametros de repetitibilidade e precisdo

intermediéria.
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Tabela 4.14: Avaliacéo da Repetibilidade (Repet.) e Precisdo Intermediaria (P. Intermed.) do SDS-PAGE. Nas
colunas 2 e 3 sdo mostradas os valores de area da banda de EPOhr x10°. As demais colunas representam a Média
(M), desvio padrdo (S) e coeficiente de variacdo (CV%).

Repet. P. Intermed. M S CV%
1 7,61 7,31 7,46 0,214 2,81
2 7,19 7,29 7,24 0,069 0,95
3 7,30 7,40 7,35 0,072 0,98
4 6,81 7,57 7,19 0,539 7,49

A anélise de tais resultados demonstra que houve concordancia entre os resultados do
mesmo laboratério com analistas diferentes. Apenas um resultado apresentou CV% acima de

5%, confirmando a baixa dispersdo entre os dados.

4.4.6- Limite de Quantificacdo

O Limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito que pode ser determinada
com precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condicbes experimentais estabelecidas (Brasil,
2003). Para definir o limite de quantificacdo, quantidades variadas do LEa EPOhr foram
aplicadas em um gel de poliacrilamida, nas condi¢Oes descritas na secdo de Material e
Métodos. Foram realizadas sete replicatas para melhor determinacdo do desvio-padrdo das
bandas de EPOhr observadas. Na figura 4.38 esta representada uma das corridas
eletroforéticas, onde observa-se o padrdo caracteristico da EPOhr por se apresentar como um

banda difusa.
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Figura 4.38: SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr. Raia 1: Tampédo de amostra (controle negativo); Raia 2: Padrdes
de peso molecular; Raia 3: LEa EPOhr 0,5 pg; Raia 4: LEa EPOhr 1,0 ug; Raia 5: Tampao de amostra (controle
negativo); Raia 6: LEa EPOhr 2,0 pg; Raia 7: LEa EPOhr 3,0 pg; Raia 8: Tampdo de amostra (controle
negativo); Raia 9: LEa EPOhr 4,0pg e Raia 10: LEa EPOhr 5,0pg.
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O peso molecular foi estimado contra a curva de calibragdo apresentada na figura 4.39
e todos os géis analisados foram submetidos a estimativa do peso molecular com seus
respectivos padrdes internos, para garantir que a banda analisada correspondesse a EPOhr.
Na figura 4.40 pode ser observado a densitometria das bandas do gel representado na Figura
4.38. O PM médio de 35,18 kDa esta dentro do esperado para EPOhr, e o erro percentual é de
aproximadamente 3,4% em relacdo ao PM tedrico, sendo devidamente aceitavel (Erro %
<10%).
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Figura 4.39: Curva de calibragdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr obtida pelo programa
ImageMaster®.
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Figura 4.40: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padrdo de peso molecular (painel
B), do Tampao de amostra (painel A, E e H) e do LEa EPOhr 0,5, 1,0, 2,0, 3,0, 4,0, € 5,0 ug (painéis C, D, F, G,
I e J) respectivamente, obtida pelo programa ImageMaster®.
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O volume e é4rea de banda fornecidos pelo programa ImageMaster® foram
comparados com a massa de proteinas aplicada no gel, o que gerou os gréaficos representados
nas figuras 4.41 e 4.42 demonstrando proporcionalidade entre a massa e 0s valores dos
parametros analisados. Além disso, tais dados nos permite concluir que a menor quantidade
quantificada com precisdo aceitdvel é 0,5ug, apesar da dificuldade de visualizagdo desta
banda no gel de SDS-PAGE.

A analise dos graficos abaixo nos permite observar que o resultado obtido pela analise
do parametro volume de banda teve comportamento mais linear se comparado aos dados da
area de banda e, por esse motivo, tal parametro foi selecionado para a comparacao entre as
réplicas do gel (Tabela 4.15).
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Figura 4.41: Curva de calibracdo volume de banda x massa de proteinas do LEa EPOhr aplicada no gel.
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Figura 4.42: Curva de calibracdo de area de banda x massa de proteinas do LEa EPOhr aplicada no gel.
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Tabela 4.15: Avaliacéo do limite de quantificacdo da EPOhr por SDS-PAGE 12,5%. Nas colunas de 1 a 7 estdo
representados os valores de volume de banda x 10° estimados nas diferentes corridas. As demais colunas
representam a Média (M), desvio padrao (S) e coeficiente de variagdo (CV%).

Volume de Banda x 10°

(ng)” 1 2 3 4 5 6 7 M S CV%
0,5 116,73 114,07 115,95 113,60 123,09 11595 113,95 116,19 3,27 | 2,82
1 158,41 153,43 146,14 147,85 156,10 146,14 156,14 152,03 521 3,43
2 196,99 189,51 168,51 170,71 196,89 178,51 @ 198,51 185,66 12,93 6,96
3 252,43 231,04 248,16 251,79 266,84 238,16 258,16 249,51 11,98 4,80
4 312,46 256,08 263,55 249,83 @ 310,97 263,55 299,55 279,43 27,13 9,71
5 329,42 298,28 310,36 294,20 320,09 310,36 312,36 310,72 12,03 3,87

*

Massa de EPOhr em g

O resultado relacionado na tabela acima nos permite concluir que entre as réplicas do
gel houve baixa disperséo entre os resultados, onde o CV% foi maior de 5% apenas com 2 e 4
1g de proteinas aplicadas no gel de SDS-PAGE. O limite de quantifica¢do foi definido como
0,5 ng do LEa EPO.

4.4.7- Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo, em relacdo ao valor verdadeiro (Brasil, 2003). Para que o método
apresente exatiddo adequada para a analise é preciso que esteja em determinado intervalo de
recuperacdo, na maioria das vezes, a faixa 70% a 120% sdo aceitas. Levando-se em
consideracdo que 10ug é a concentracdo de trabalho, foram utilizadas as concentracGes: 5 g,
7ug, 10 pg, 12 pg, 14 pg e 16 pg do LEa, em sete replicatas do gel para confirmar a exatidéo
do teste. A amostra apresentou uma Unica banda difusa (Figura 4.43) com peso molecular
médio de 34,30 kDa (Figura 4.45), o qual foi definido pelo programa ImageMaster® a partir

do PPM BenchMark™ Protein Ladder, contra curva de calibracdo apresentada na figura 4.44.
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Figura 4.43: Avaliacdo da exatiddo do SDS-PAGE 12,5% para andlise do LEa EPOhr. Raia 1: Tampéo de
amostra (controle negativo); Raia 2: Padrdes de peso molecular; Raia 3: LEa EPOhr 5,0 ug; Raia 4: LEa EPOhr
7,0 pg; Raia 5: Tampdo de amostra (controle negativo); Raia 6: LEa EPOhr 10 pg; Raia 7: LEa EPOhr 12 pg;
Raia 8: Tamp&o de amostra (controle negativo); Raia 9: LEa EPOhr 14ug e Raia 10: LEa EPOhr 16pg.

600

550
500 —
450
400 —
350
300
250 1
200 —
150
100 —
50 A

Molecular Weight(kd)

I:I T I T I
0 100 200

I
aan

Pixel Position

I
400

I
500

Log curve
=520 7e001220x 4 35 04
R4 Value: 0.9912

Figura 4.44: Curva de calibracdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr obtida pelo programa
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Figura 4.45: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padréo de peso molecular (painel
B), do Tampéo de amostra (painel A, E e H) e do LEa EPOhr 5,0, 7,0,10, 12, 14, e 16 pg (painéisC, D, F, G, l e
J) respectivamente, obtida pelo programa ImageMaster®.

O grafico elaborado (figura 4.46) demonstra que o volume de banda calculado a partir
do programa ImageMaster® é proporcional a massa proteica aplicada, gerando uma equagéo
linear com R? igual a 0,9906, confirmando, desta maneira, a exatiddo da metodologia. Além
disso, a analise entre as réplicas do gel demonstram baixa dispersdo entre os resultados, o que
pode ser evidenciado atraves dos valores de desvio-padrdo (S) e coeficiente de variacdo
(CV%) listados na tabela 4.16.

~
J

350,00

y=20,054x-29,603
R?=0,9906

300,00

250,00

200,00

150,00

Volume de banda x 103

100,00

50,00 ! T T T T T T T
5 7 9 11 13 15 17 19
Massa proteica (ug)
o )
Figura 4.46: Curva de proporcionalidade entre o volume de banda e a massa de proteinas aplicada do LEa
EPOhr.
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Tabela 4.16: Avaliagdo da exatiddo do SDS-PAGE 12,5%. Nas colunas de 1 a 7 estéo representados os valores
de volume de banda x 10°% estimados nas diferentes corridas. As demais colunas representam a Média (M),
desvio padréo (S) e coeficiente de varia¢do (CV%).

Volume de Banda x 10°

Mg 1 2 3 4 5 6 7 M S
5) 89,12 90,98 93,61 9473 90,98 @ 93,61 @ 90,98 92,00 2,00
7 109,98 107,12 107,27 104,90 108,12 107,27 108,12 107,54 1,52
10 159,19 133,19 151,69 141,33 133,40 151,69 137,19 143,95 | 10,26
12 209,40 211,40 217,78 196,25 199,14 207,78 213,40 207,88 7,69
14 246,78 276,78 @ 275,89 216,41 226,78 257,89 246,78 249,61 @ 22,87

16 301,38 352,38 326,23 332,22 352,38 336,23 352,38 336,17 18,77
*Massa de EPOhr em pg

4.4.8- Robustez

E a medida da capacidade de um método de ndo sofrer alteracio em decorréncia de
pequenas variagdes, deliberadamente introduzidas nos parametros do método (Lancgas, 2004).
Para avaliar a robustez do método, foram alterados trés parametros: a porcentagem do gel de
poliacrilamida foi modificada de 12,5% para 15%; a miliamperagem (mA) durante toda a
corrida foi de 30 mA ao inves de 20mA até atingir o gel separador e 30 mA durante o restante
da corrida e, o tampéo de corrida utilizado desta vez foi o Tampéo Borato EDTA (TBE),
composto por Tris Base (0,89 M), Acido Borico (0,89 M) e EDTA (0,02 M). Para cada
parametro alterado foram feitas triplicatas do gel, aplicando-se a mesma massa proteica do
LEa EPOhr (10 pg) e o mesmo PPM (BenchMark™ Protein Ladder).

O gel de poliacrilamida 15% (Figura 4.47) analisado pelo programa ImageMaster®
obteve curva de calibracdo de peso molecular com R? igual a 0,9953 e média do peso
molecular do LEa EPOhr igual a 33,74 kDa, estando de acordo com os resultados encontrados
para o gel 12,5%. Entretanto, as bandas se apresentaram mais difusas e, por esse motivo, 0s
valores de area e volume de banda foram maiores. A media dos resultados destes parametros
em um mesmo gel foi utilizada para a comparacdo entre as réplicas (Tabela 4.17). A disperséao
dos resultados foi baixa, como pode ser evidenciado através dos valores de desvio padréo (S)

e coeficiente de variacdo (CV%) entre a triplicata do gel.

CV%
2,18
1,42
7,13
3,70
9,16
5,58
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Figura 4.47: SDS-PAGE 15% do LEa EPOhr analisada pelo programa ImageMaster® (GE Healthcare).
Raias 1, 3, 6, 9 e 10: Tamp&o de amostra (controle negativo); Raia 2: Padrfes de peso molecular; Raias 4, 5, 7 e
8: LEa EPOhr 10 pg.

Tabela 4.17: Avaliacdo da robustez do SDS-PAGE 15%. Nas colunas de 1 a 3 estdo representados os valores de
volume de banda x 10°, estimados nas diferentes corridas. As demais colunas representam a Média (M), desvio
padrdo (S) e coeficiente de variacdo (CV%).

1 2 3 M S CV%
Volume de banda x 10° 870,77 887,84 848,19 868,93 19,89 2,29
Area de banda x 10 | 129,92 134,40 135,52 133,28 2,96 2,22

Os geéis que utilizaram corrente de 30mA (Figura 4.48) apresentaram curva de
calibracdo de peso molecular com R? igual a 0,9957 e média do peso molecular do LEa
EPOhr igual a 34,29 kDa, estando de acordo com os resultados encontrados com a corrida a
25mA no maximo. Além disso, os valores de area e volume de banda tiveram baixa disperséo
dos dados, como se pode observar através dos resultados de desvio padrao (S) e coeficiente de

variacdo (CV%) presentes na tabela 4.18.
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Figura 4.48: Avaliacdo de robustez do SDS-PAGE 12,5% com variacdo de corrente elétrica de 30mA. Raias 1, 3,
6, 9 e 10: Tampdo de amostra (controle negativo); Raia 2: Padrdes de peso molecular; Raias 4, 5, 7 e 8: LEa
EPOhr 10 pg.
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Tabela 4.18: Avaliacdo da robustez do SDS-PAGE 12,5% para analise de LEa EPO, com varia¢do da corrente
utilizada na corrida. Média (M), desvio padréo (S) e coeficiente de variagdo (CV%).

1 2 3 M S CV%
Volume de banda x 10° 250,56 267,45 248,67 255,56 10,34 4,05
Areade bandax 10° | 14364 153,02 142,50 146,39 5,77 3,94

A corrida realizada com Tampdo TBE (Figura 4.49) obteve curva de calibracdo de
peso molecular com R? igual a 0,9947 e média do peso molecular do LEa EPOhr igual a 25,85
kDa, sendo discrepante com analises anteriores. Isso se deve ao fato de que o Tampdo de
corrida interferiu na separacdo do PPM bem como na corrida da amostra, obtendo-se por esse
motivo Rf diferente do encontrado na analise dos parametros anteriores. Dentre as quinze
proteinas que compdem o PPM, foram detectadas apenas cinco proteinas, as quais possuem
menor peso molecular. Por esse motivo, conclui-se que o tampédo de corrida interfere na

andlise da proteina e, portanto, ndo pode ser substituido.

anoon | FH 5 R S R R R
o000 || e !l IRl IR EA] |
20000 | || [k
15.000 /| |i¢

[

T

Figura 4.49: SDS-PAGE 12,5% e tampdo de corrida TBE do LEa EPOhr. Raias 1, 3, 6, 9 e 10: Tamp&o de
amostra (controle negativo); Raia 2: Padrdes de peso molecular; Raias 4, 5, 7 e 8: LEa EPOhr 10 ng.

Com excecdo do parametro robustez, todos os outros parametros analisados para a
validacdo do método apresentaram padrdo de migracdo da amostra similar. Isto mostra o
guanto a metodologia de eletroforese de poliacrilamida pode ser confiavel, dentro dos
parametros estabelecidos, tais como de porosidade do gel, condicGes elétricas de corrida,
volume de aplicacdo e outros. Mesmo a alteragdo da porosidade do gel néo representou
grande modificacdo no perfil difuso da EPOhr e em seu peso molecular experimental. Caso
fosse optado diminuir a concentracdo do gel, para por exemplo 7,5%, a alteracdo seria mais
dréstica, de tal forma que poderia acarretar a ndo visualizacdo da banda da EPOhr. Na Tabela

4.19 pode-se observar a variacdo do Rf médio do LEa EPOhr obtido em cada um dos
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parametros de validagdo. Os maiores valores de Rf foram obtidos nos pardmetros que
requereram aplicacbes crescentes do LEa EPOhr, acarretado pela maior dificuldade para a

definicdo do centro de banda.

Tabela 4.19: Valores médios de Rf encontrados na avaliagdo dos parametros de validacdo

Parametro de Validacédo Valor medio do Rf
Especificidade 0,489
Linearidade 0,487
Intervalo 0,569
Repetibilidade 0,491
Precisdo Intermediaria 0,493
Limite de Quantificacéo 0,521
Exatidao 0,512
Robustez 0,571

Validar um método significa garantir que o procedimento, que inclui as condic¢des de
operacdo do equipamento e a sequéncia analitica, seja aceito como correto (ANVISA, 2004).
Sendo assim, a validacdo de métodos analiticos é de fundamental importancia para comprovar
gue o método desenvolvido é capaz de obter resultados tecnicamente validos (ICH, 2005).

Um processo de validacdo bem definido oferece as agéncias reguladoras evidéncias
objetivas de que os métodos e os sistemas sdo adequados para 0 uso desejado (Ribani et al.
2004). Por esse motivo, o presente estudo definiu os parametros analisados para a validacéo
das técnicas IEF e SDS-PAGE tendo como base a classificacdo dos testes segundo a
Resolucdo 899 da ANVISA. Os dados da curva area ou volume da banda eletroforética versus
massa de EPOhr aplicada apresentaram R? proximo a 1, confirmando a linearidade e,
sugerindo que as amostras podem ser quantificadas por meio da avaliagcdo destes parametros
obtidos através do programa ImageMaster®. Além disso, todos 0s parametros necessarios para
a validacdo foram realizados, obtendo-se baixa dispersdo entre as réplicas, indicando desta
maneira a precisdo da metodologia analitica. Apds a analise dos resultados apresentados,
pode-se concluir que a metodologia analitica foi adequadamente validada para a analise da
EPOhr.
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4.5- Analise da homogeneidade das amostras de EPOhr

A homogeneidade das amostras de EPOhr utilizadas nesse estudo foi evidenciada

utilizando a metodologia SDS-PAGE anteriormente validada. Para isso, foi utilizado as

amostras BRP, LEa e IFA EPOhr, aplicando-se 10ug de massa proteica de cada. O gel

contendo as trés amostras foi realizado em triplicata e a analise dos mesmos realizada através

do programa ImageMaster®. As amostras apresentaram uma nica banda difusa (Figura 4.50)

com peso molecular médio de 31,53 kDa, o qual foi definido a partir do PPM BenchMark™

Protein Ladder (Figura 4.52), contra curva de calibracéo com R? igual a 0,9953 (Figura 4.51).
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Figura 4.50: SDS-PAGE 12,5% analisado pelo programa ImageMaster® (GE Healthcare). Raias 1, 3, 5,7, 9 e 10:
Tampdo de amostra (controle negativo); Raia 2: Padrdes de peso molecular; Raias 4, 6 e 8: BRP, LEa e IFA
EPOhr 10 pg respectivamente.
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Figura 4.51: Curva de calibracdo de peso molecular da SDS-PAGE 12,5% do LEa EPOhr obtida pelo programa

ImageMaster®.
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Figura 4.52: Densitometria das bandas eletroforéticas da SDS-PAGE 12,5% do padréo de peso molecular (painel
B), do Tampdo de amostra (painéis A, C, E e G), BRP EPOhr 10ug (painel D), LEa EPOhr 10ug (painel F) e
IFA EPOhr 10ug (painel H), obtida pelo programa ImageMaster®.

Os valores médios de volume de banda, area de banda e Rf das trés amostras da

triplicata do gel foram obtidos pelo programa ImageMaster®, os quais estdo listados na tabela

4.20 juntamente com os valores da media (M), desvio padrdo (S) e coeficiente de variacédo

(CV%) entre eles.

Tabela 4.20: Média (M), desvio padrdo (S) e coeficiente de variagdo (CV%) do volume de banda (V), area de

banda (A) e Rf das amostras BRP, LEa e IFA EPOhr.

10pg
BRP

LEa
IFA
M
S
CV%

V x 10°
199,27
193,53
196,72
196,49
2,89
1,47

Ax10°
20,9
21,34
19,03
20,42
1,23
6,02

Rf
0,606
0,615
0,651
0,624
0,024

3,84

As analises dos dados apresentados acima demonstram concordancia entre as amostras

devido a baixa dispersdo encontrada, a qual é evidenciada pelos valores de desvio padrdo e

CV%. Além disso, a deteccdo de uma Unica banda com peso molecular similar a literatura,

comprova a homogeneidade da EPOhr utilizada nesta dissertacdo. Em todos os géis de
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poliacrilamida 12,5%, nas raias em que foram aplicadas a EPOhr, a banda eletroforética
mostrou-se difusa. 1sso se deve a caracteristica dessa glicoproteina, que apresenta isoformas
com mobilidades eletroforéticas muito proximas devido a microheterogeneidade de suas
cadeias glicidicas (Schmidt, 2003).

As variacbes de PM encontrados durante a padronizacdo do SDS-PAGE 12,5%,
embora ndo significativas, estdo de acordo com as especificacbes do CIM e apresentou
coeréncia com os dados da literatura, que relatam a possibilidade de variagcdes no PM devido
a heterogeneidade das cadeias glicidicas da glicoprotéina em estudo (Lasne & Ceaurriz, 2000;
Lasne et al. 2002, Moraes et al. 2008). Ademais, vale ressaltar que o PM obtido por
eletroforese em gel de poliacrilamida € uma estimativa, podendo apresentar incerteza de cerca
de 5%, de acordo com Hames & Rickwood (1990). Segundo Segrest & Jackson (1972), no
caso das glicoproteinas, o valor de peso molecular observado por SDS-PAGE pode ser cerca
de 1.000 Da maior que o seu peso molecular real para cada 10% da glicoproteina representado
por glicideos. Esse efeito ocorre porque as glicoproteinas, em funcdo do impedimento estérico
das cadeias glicidicas, apresentam um menor nimero de ligagdes com o dodecil sulfato de
sodio (SDS) em comparacdo as proteinas padrdes, o que provoca uma menor mobilidade
eletroforética e, consequentemente, um peso molecular aparente maior do que o real (Segrest
& Jackson,1972). Como a EPOhr apresenta aproximadamente 40% da sua massa composta
por glicideos (Gokana et al. 1997), o peso molecular obtido por SDS-PAGE pode ser cerca de
4.000 Da acima do valor verdadeiro. De acordo com Segrest & Jackson (1972), para uma
estimativa mais acurada do peso molecular minimo assintotico de uma glicoproteina, as
corridas eletroforéticas devem ser feitas em gel de poliacrilamida mais concentrado (de 15%
ou mais). Além disso, a escolha de PPM apropriado é de suma importancia. Dentre os padrdes
de PM utilizados o BenchMark™ Protein Ladder se adequou melhor as anélises.

A técnica SDS-PAGE é o método eletroforético mais utilizado para avaliagdo do PM e
pureza de proteinas, devido principalmente a sua facilidade, eficacia e baixo custo (Ward &
Swiatek, 2009). Dentre as revelacdes estdo aquelas realizadas com coomassie blue e nitrato de
prata. Apesar de a segunda ser mais sensivel (Reichel, 2009), a coloracdo por coomassie blue
é menos trabalhosa e demonstrou-se eficaz para analise da EPOhr. Outro ponto importante é a
escolha do método para avaliacdo final da homogeneidade da proteina. Neste contexto, a
densitometria realizada pelo programa ImageMaster® forneceu resultados satisfatorios.
Portanto, a padronizacéo e validacdo da técnica SDS-PAGE 12,5% permitira a avaliacdo da
homogeneidade do IFA EPOhr pelo controle de qualidade em Bio-Manguinhos/FIOCRUZ,

estando em concordancia com especificacfes da F.E. e CIM.
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4.6- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Exclusdo Molecular (SEC-CLAE)

Goldwasser (1991) descreveu a EPOhr como uma molécula estavel que permanece
essencialmente em forma monomérica quando armazenada a 2-8 °C. No entanto, quando o
produto é exposto a temperaturas mais elevadas ou certas condi¢des de stress, dimeros e
agregados podem ser formados (Srinivas, 2007), 0 que constitui uma das principais vias de
degradacéo da proteina e é motivo de grandes preocupacGes para os fabricantes e autoridades
reguladoras devido ao poder imunogénico destes agregados (Girad et al. 2012). A estabilidade
da EPOhr pode ser monitorada por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia por Excluséo
Molecular (SEC-CLAE), que resolve as formas de agregacdo da proteina monomérica. No
entanto, como em muitos outros biofarmacos comercializados, para proteger a proteina contra
a desnaturacdo ou formacdo de agregados, alguns excipientes, tais como polissorbato 80 e
albumina, sdo incluidos como estabilizadores, o que pode interferir na deteccdo do agregado
porque os seus picos tem tempo de retencdo similar ao da EPOhr (Veiga et al. 2011). Por esse
motivo, tal técnica foi padronizada para produto intermediario submetido a dessalinizacéo,
conforme recomendacfes da Farmacopeia Européia 7.0 e também do CIM (PNO-5067). A
solucdo Tampéo Fosfato-salina (PBS) pH 6,0 foi utilizada como branco na coluna TSK Gel

G2500 SWxI e ndo demonstrou pico cromatografico em 220 nm. (Figura 4.53).

TSK Gel 2500PWx 78x3001 10_UV1_220nm

8.0

6.0

4.0

2.0

0.0

Figura 4.53: Cromatografia de exclusdo molecular da solugdo PBS em coluna analitica TSK Gel G2500 SWxI
(300 x 7,8 mm) 5um equilibrada em solucdo tampédo PBS pH6., fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100pL,
pressdo limite 10 mPa, deteccéo a 220nm.
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O BRP EPOhr 30 pg apresentou tempo de retencdo (TR) de 5,82 minutos (Figura
4.54) e area media de 210,93 (Tabela 4.21). Apenas um pico referente ao monémero foi
observado, sem a presenca de picos minoritarios com tempo de retencdo menores ou maiores
do que 5,82 minutos, indicando a auséncia de agregados, dimeros ou degradacdo da amostra.
Na tabela 4.21 pode-se observar que ndo houve varia¢do no tempo de retencdo do BRP EPOhr

e que a variagdo na area do pico foi minima.

TSK Gel 2500PW x| 78x300BRP EPOhr 30ug 003:10_UV1_220nm B ~ TSK Gel 2500PW x| 78x300BRP EPOhr 30ug 002:10_UV1_220nm
~ TSK Gel 2500PWxI 78x300BRP EPOhr 30ug 001:10_UV1_220nm " TSK Gel 2500PWxl 78x300BRP EPOhr 30ug 003:10_UV1_220nm@01,BASEM
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Figura 4.54: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) de 30ug de
massa proteica do BRP EPOhr. A coluna analitica foi previamente equilibrada em solucdo tampéo PBS pH6.,
fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100pL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a 220nm. As avaliagdes foram
feitas em triplicata.

Tabela 4.21: Média (M), desvio-padrao (S) e coeficiente de variacdo (CV%) do tempo de retencdo e area das
triplicatas do BRP EPOhr 30pg.

BRP EPOhr 30ug TR (min) Area (MAU/min)
Réplica 1 5,82 204,70
Replica 2 5,82 211,46
Reéplica 3 5,82 216,63

M 5,82 210,93
S 0 5,98

CV% 0 2,83
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O LEa EPOhr 30 pg apresentou tempo de retencdo de 5,82 minutos assim como o
BRP EPOhr, sugerindo dessa maneira, que tal pico cromatografico é referente a EPOhr
(Figura 4.55). Entretanto, pode-se observar que a area referente ao pico do LEa é inferior a
area do BRP apesar de ter sido utilizado a mesma massa de proteinas (Tabela 4.22). Outra
diferenca a ser considerada é a presenca de picos minoritarios logo ap6s a EPOhr, o0 que pode
estar relacionado com EPOhr com baixo teor de glicidio, sem glicidio ou ainda degradacédo da
proteina . Porém tais picos minoritarios ndo foram integrados para avaliacdo do pico principal.

""" TSK Gel 2500PWx| 78x300 MR EPOhr 30ug 001:10_UV1_220nm  ~ 7 TSK Gel 2500PWxl 78x300MR EPOhr 30ug 003:10_UV1_220nm@01,BASEM
""""""""" TSK Gel 2500PWxI 78x300MR EPOhr 30ug 003:10_UV1_220nm@01,BASEM2

EPOhr —»

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0 12.0 14.0 min
Figura 4.55: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) de 30ug de
massa proteica do LEa EPOhr. A coluna analitica foi previamente equilibrada em solucdo tampdo PBS pH6,
fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢do 100pL, pressdo limite 10 mPa, detecgdo a 220nm. As avaliagdes foram
feitas em triplicata.
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Tabela 4.22: Avalia¢do do pico principal do LEa EPOhr obtido por SEC-CLAE em coluna TSK Gel2500SWxI.

Média (M), Desvio-padrédo (S) e coeficiente de variacdo (CV%) do tempo de retencéo (TR) e area das triplicatas
do LEa EPOhr 30ug.

LEa EPONr 30ug TR (min) Area (MAU/min)
Réplica 1 5,82 154,59
Réplica 2 5,82 149,89
Replica 3 5,82 151,61

M 5,82 152,03
S 0 2,37
CV% 0 1,56

Um dos parametros necessarios avaliar foi o limite de deteccdo para o LEa EPOhr.
Nesse contexto, diferentes quantidades desta amostra foram aplicadas, a saber: 0,6pg, 1,2ug,
2,4 ug, 3,6 pg e 4,8 pg. Conforme pode ser observado na figura 4.56 o tempo de retencéo foi

constante e a area aumentou proporcionalmente a massa do LEa EPOhr (Tabela 4.23 e Figura
4.57).

TSK Gel 2500PWxI 78x300MR EPOhr 06 002:10_UV1_220nm

TSK Gel 2500PWxI 78x300MR EPOhr 48 001:10_UV1_220nm

0.0 20 4.0 6.0

8.0 10.0 12.0 14.0 min

Figura 4.56: Sobreposicdo dos perfis cromatograficos do LEa EPOhr avaliada por SEC-CLAE em coluna TSK

Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm), em diferentes concentra¢fes da amostra: 0,6ug (azul escuro), 1,2ug (verde),
2,419 (azul claro), 3,6ug (cinza) e 4,8 (marrom).
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Tabela 4.23: Resultado da integragdo do pico principal do LEa EPOhr analisado por SEC-CLAE em
diferentes massas aplicadas.

Massa do LEa EPOhr TR (min) Area (mMAU/min)
0,619 5,83 5,54
1,.2ug 5,83 17,09
2,419 5,82 26,55
3,619 5,83 47,54
4,819 5,82 57,67
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Figura 4.57: Grafico demonstrando proporcionalidade entre massa protéica do LEé EPOhr avaliada por SEC-

CLAE e area do pico principal observado a 220nm.

De acordo com a Figura 4.56 é possivel detectar a EPOhr por SEC-CLAE na coluna
TSK 2500xI até a massa de 0,6 pg. Em quantidades menores o sinal do pico principal
referente a0 mondmero se confundiria ao sinal da linha de base, dificultando a detecgéo e a
quantificacdo da EPOhr. O limite de deteccdo foi considerado como 0,6 pg EPOhr utilizando
0 método visual aceito pelo INMETRO, mas o limite de quantificacdo foi definido em 3,6 ug
de EPOhr relacionando o sinal ao ruido na proporcao 3:1. As propor¢des geralmente aceitas
da relacdo sinal-ruido é 3:1 ou 2:1 (Ribani et al., 2004).

Para avaliar a recuperacdo de cada corrida foram utilizadas amostras diluidas
representando 16% da amostra concentrada (30ug), ou seja, 4,8ug. Este ensaio é aceito se 0
pico do monémero correspondente a EPOhr for superior a 98% e todos os picos detectados
tiverem area inferior ao pico de 4,8 pg. Sabendo-se que a F.E. e o CIM recomendam utilizar
2% de 30upg (0,6ug), foi ajustado o critério de aprovacdo para 16% de 30ug, para que a
deteccdo fornecesse resultados mais confiaveis.

A integracdo dos picos cromatograficos das triplicatas do LEa com 4,8ug esta
demonstrada na figura 4.58. Os resultados dispostos na tabela 4.24 demonstram que a
metodologia é reprodutivel, evidenciada pela baixa disperséo entre os resultados. Além disso,
0 pico correspondente a EPOhr € superior a 98%, ndo sendo detectados picos com amplitude
inferior ao pico correspondente a massa de 4,8ug, estando conformidade com as

especificagdes.
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Figura 4.58: Sobrep'osigéo dos pérfis cromatbgréficos do LEa EPOhr avaliada por SEC-CLAE em coluna TSK
Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) e deteccdo a 220nm. Em cada uma das trés corridas cromatogréaficas foram
aplicados 4,8ug de LEa EPOhr.

Tabela 4.24: Resultado da integracdo do pico principal das triplicatas de LEa EPOhr 4,8ug analisado por
cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Del 2500xI. Média (M), Desvio-padréo (S) e coeficiente de
variacao (CV%) do tempo de retengdo (TR) e area das triplicatas do LEa EPOhr 4,8ug.

LEa EPOhr 4,8ug TR (min) Area (mAU/min)
Reéplica 1 5,82 31,03
Réplica 2 5,82 31,47
Replica 3 5,82 34,31

M 5,82 32,27
S 0 1,78
CV% 0 551

Para avaliar a especificidade da coluna TSK gel 2500xI frente ao analito EPOhr, duas
outras amostras foram analisadas, uma de IFA EPOhr e o padrdo da F.E. para EPOhr (BRP)
sob as mesmas condicdes cromatograficas utilizadas para o LEa EPOhr. Nas Figuras 4.59 e
4.60 pode-se observar que o perfil cromatografico do IFA foi similar ao do LEa, entretanto, o
pico minoritério, que elui logo apos a fracdo principal ndo esta visivel, mesmo na aplicacdo de
30ug do IFA (Figura 4.60).
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Figura 4.59: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) de 4,89 de
massa proteica do IFA EPOhr. A coluna analitica foi previamente equilibrada em solugéo tampéo PBS pHS6.,
fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢&o 100pL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a 220nm. As avaliagdes foram
feitas em triplicata.

TSK Gel 2500PWxI 78x300IFA EPOhr 30ug 001:10_UV1_220nm TSK Gel 2500PWxl 78x300IFA EPOhr 30ug 002:10_UV1_220nm
"""" TSK Gel 2500PWxI 78x300IFA EPOhr 30ug 003:10_UV1_220nm " TSK Gel 2500PWxl 78x300IFA EPOhr 30ug 001:10_UV1_220nm@01,BASEM
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Figura 4.60: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) de 30ug de
massa proteica do IFA EPOhr. A coluna analitica foi previamente equilibrada em solug¢do tampéo PBS pH6.,
fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢do 100pL, pressdo limite 10 mPa, detec¢do a 220nm. As avaliagdes foram
feitas em triplicata.
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Essa diferenca, apesar de ambas as amostras serem da mesma origem, se tratam de
glicoproteinas com alto teor de glicidios, e por tanto, pode ocorrer microheterogeneidade
glicidica de lote para lote (Storring et al. 1998). Os resultados apresentados na tabela 4.25
mostram que ndo ocorreu variagdo no tempo de retengdo do pico de EPOhr contido no IFA
(baixo desvio padrdo e CV%), e o percentual de pureza é maior do que 98%, de acordo com o
CIM.

Tabela 4.25: Média (M), desvio-padrao (S) e coeficiente de variacdo (CV%) do tempo de retencdo (TR) e area
das triplicata do IFA EPOhr 4,8 ug e 30ug.

IFA EPONr TR (min) Area (MAU/min) 4,8ug Area (MAU/min) 30ug
Réplica 1 5,82 36,10 231,97
Réplica 2 5,82 32,03 235,88
Réplica 3 5,82 31,30 242,28
M 5,82 33,15 236,71
S 0 2,59 5,20
CV% 0 7,81 2,19

A sobreposicao dos perfis cromatogréficos do LEa e IFA 4,89, evidencia que o pico

principal representa a mesma fracdo da EPOhr (Figura 4.61).

I SK Gel ZbUUPWXI /8X300 MR EPONT 48 UUZ:10_UV1_220nm T ISK Gel ZoUUPWXI /8X3UUIFA EPONT 48Ug DUZ:10_UV1_zzunm
" TSK Gel 2500PWx| 78x300 MR EPOhr 48 002:10_UV1_220nm@01,BASEM
—" TSK Gel 2500PWx| 78x300 MR EPOhr 48 002:10_UV1_220nm@01,BASEM1 — TSK Gel 2500PWxl 78x300IFA EPOhr 48ug 002:10_UV1_220nm@11,BASEM1
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Figura 4.61: Integracdo dos cromatogramas do LEa EPOhr (em azul) e IFA EPOhr (em vermelho) com 4,8ug de
massa. Coluna analitica TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) 5um equilibrada em solucéo tampdo PBS pH6.,
fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100puL, pressdo limite 10 mPa, deteccéo a 220nm.
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Tal analise € corroborada pelo baixo desvio-padrdo (S) e coeficiente de variacdo
(CV%) obtido entre o tempo de retencdo e a area dessas duas amostras, como pode ser

evidenciado através dos dados dispostos na tabela 4.26.

Tabela 4.26: Média (M), desvio-padrao (S) e coeficiente de variagdo (CV%) do tempo de retencdo (TR) e area
do LEa e do IFA EPOhr 4,8 ug.

Amostra TR (min) Area (mAU/min)
LEa EPOhr 4,8ug 5,82 31,47
IFA EPOhr 4,8ug 5,82 32,03
M 5,82 31,75
S 0 0,39
CV% 0 1,23

Foi realizada integragdo dos picos cromatogréaficos do LEa, IFA e BRP 30ug (Figura
4.62), bem como o célculo do desvio-padrdo e coeficiente de variacdo entre os tempos de

retencdo e as areas dos mesmos (Tabela 4.27).

TSK Gel 2500PW x| 78x300 MR EPOhr 30ug 002:10_UV1_220nm " TSK Gel 2500PWx| 78x300BRP EPOhr 30ug 002:10_UV1_220nm
7 TSK Gel 2500PWxI 78x300IFA EPOhr 30ug 002:10_UV1_220nm " TSK Gel 2500PWxl 78x300 MR EPOhr 30ug 002:10_UV1_220nm@01,BASEM

T TSK Gel 2500PWxI 78x300IFA EPOhr 30ug 002:10_UV1_220nm@13,BASEM
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Figura 4.62: Integragdo dos cromatogramas do LEa EPOhr (em azul), IFA EPOhr (em marrom) e BRP EPOhr
(em vermelho) com 30ug de massa. Coluna analitica TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) 5um equilibrada em
solucéo tampdo PBS pH6., fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100pL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a
220nm.
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Tabela 4.27: Média (M), desvio-padréo (S) e coeficiente de variacdo (CV%) do tempo de retencdo (TR) e area
do LEa, IFA e BRP EPOhr 30pg.

Amostra TR (min) Area (MAU/min)
LEa EPOhr 30ug 5,82 149,89
IFA EPOhr 30pg 5,82 235,88
BRP EPOhr 30g 5,82 211,46
M 5,82 199,08
S 0 44,31
CV% 0 22,26

A analise dos dados demonstra que apesar do tempo de retencao ser 0 mesmo, as areas
obtidas ap0s integracdo dos cromatogramas do LEa, IFA e BRP EPOhr diferiram entre si,
gerando, por esse motivo, desvio-padrdo e coeficiente de variacdo elevado entre as trés
amostras. Apesar da pequena diferenca entre o perfil cromatografico das amostras analisadas
em coluna TSKgel 2500xl, pode-se perceber que ndo houve deteccdo de agregados em
nenhuma das amostras analisadas, visto que ndo houve deteccdo de picos cromatograficos
com tempo de retencdo diferentes do que o TR da EPOhr

Neste caso, pode-se inferir que o LEa, apesar de estar na mesma concentracdo e
formulacdo que o IFA e o BRP, deve haver alguma variacdo na molécula da EPOhr que
proporciona diferengca na absorbancia a 220nm. Como a EPOhr é uma glicoproteina com
varias isoformas, esta diferenca pode estar relacionada a cadeia glicidica da molécula e/ou ao
teor de acido sialico da mesma, o que poderia ser confirmado por outras analises tais como o
mapeamento peptidico e a quantificacdo de acido sialico.

Outra possibilidade da diferenca de resultados entre o LEa e as outras amostras
analisadas seria a introducdo de algum contaminante durante a dessalinizacdo da mesma.
Além disso, a estabilidade da molécula poderia ter sido afetada pelo fato do frasco utilizado
para a andlise ter sido dessalinizado semanas antes. Sendo assim, tendo perdido os
estabilizadores da EPOhr através da dessalinizacdo, a glicoproteina poderia estar sendo
degradada. Para confirmar se a diferenca ocasionada € relacionada a amostra, ao
procedimento ou ao método, foram realizadas corridas sob as mesmas condi¢Bes, porém
utilizando outro frasco do mesmo lote da amostra, modificando-se o processo de
dessalinizacdo pela adaptacdo da Amicon®Ultral0.000 realizada imediatamente antes da
anélise, outra coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) 5um e outro equipamento de

CLAE da mesma marca utilizada anteriormente (AKTA).
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Desta vez, o LEa apresentou amplitude e area equivalente as outras amostras
analisadas. A figura 4.63 representa as andlises realizadas em triplicata do LEa 30ug e a
tabela 4.28 dispbe os valores de tempo de retencdo e area, bem como a media, o desvio-
padrdo e o coeficiente de variacdo entre as réplicas. Essa analise permite-nos inferir que
provavelmente a estabilidade da EPOhr dessalinizada anteriormente foi perdida, e que o0s
picos com tempo de retencdo maior do que o pico da EPOhr indicam degradacéo, o que nao
aconteceu com a amostra quando foi dessalinizada imediatamente antes da analise por SEC-
CLAE.

branco EPOhr002:10_UV2_220nm cMRt EPOhr 30ug 8abril cor2001:10_UV2_220nm — cMRt EPOhr 30ug 08abril cor3001:10_UV2_220nm
cMRt EPOhr 30ug 08 abril cor4001:10_UV2_220nm
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Figura 463 Cromatéarafia de exclusio molecular em coluna TSK Gel 32500 SWxIlz(OSOO X78 rﬁAr%) de 36'E1g de
massa proteica do LEa EPOhr dessalinizado em coluna Amicon®Ultra 10.000. A coluna analitica foi
previamente equilibrada em solucdo tampéo PBS pH6., fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢cdo 100puL, pressdo
limite 10 mPa, deteccdo a 220nm. As avalia¢Bes foram feitas em triplicata.

Tabela 4.28: Média (M), desvio-padrdo (S) e coeficiente de variacdo (CV%) do tempo de retencdo (TR) e area
da triplicata do LEa EPOhr 30ug.

LEa EPOhr TR (min) Area (MAU/min) 30ug
Réplica 1 5,64 244,40
Réplica 2 5,63 248,72
Réplica 3 5,64 256,59
M 5,64 249,90
S 0,01 6,18

CV% 0,17 2,47
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A figura 4.64 representa a sobreposic¢do dos cromatogramas obtidos da anélise do LEa
30ug e 4,8 pg, através do qual observa-se mesmo perfil cromatografico entre as duas
diferentes massas de proteina. Os picos evidenciados apds o pico correspondente a EPOhr na
aplicacdo de 4,8 pg de massa provavelmente esta relacionado aos componentes da formulacéo
que ndo foram completamente separados durante a dessalinizacao, visto que a coluna utilizada
separa a EPOhr de moléculas menores que 10 kDa e que tais picos também aparecem nos

cromatogramas com o LEa 30ug, mas a visualizagdo é prejudicada devido a amplitude do
pico principal.

cMRT EPOhr 48ugmL cor5001:10_UV2_220nm cMRt EPOhr 30ug 8abril cor2001:10_UV2_220nm
cMRt EPOhr 30ug 8abril cor2001:10_UV2_220nm@11,BASEM
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Figura 4.64: Cromatografia de exclusdo molecular em coluna TSK Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) de 30ug
(em vermelho) e 4,8ug (em azul) de massa proteica do LEa EPOhr. A coluna analitica foi previamente

equilibrada em solugédo tampédo PBS pH6, fluxo de 1,0 mL/min, volume de inje¢cdo 100pL, pressdo limite 10
mPa, deteccdo a 220nm.

Através das analises realizadas, pode-se perceber que ndo houve deteccdo de
agregados e produtos de degradacdo da EPOhr em nenhuma das amostras analisadas, visto

que ndo houve detecgdo de picos cromatograficos com tempo de retencdo inferior ou superior
ao da EPOhr.
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A desnaturacdo térmica do LEa EPOhr, apresentada na Figura 4.65, exibe um perfil de
agregacao mais intenso do que o esperado para um processo de agregacdo natural, mas
exemplifica bem um resultado de reprovacdo de uma amostra de EPOhr. A curva vermelha
da Figura 4.65 representa o LEa EPOhr ndo desnaturado, as demais curvas sdo relativas a
mesma massa de EPOhr aplicada, porém submetida a tratamento térmico por 12h e 24h para
indugdo da agregagdo. O perfil cromatografico entre estas amostras diverge tanto quanto o
numero de picos observados, quanto na area percentual das fracdes encontradas (Tabela 4.29).
A homogeneidade abaixo de 98% seria o suficiente para descartar as amostras tratadas
termicamente. As variacdes em relacdo ao tempo de retencdo, quando comparadas com as
cromatografias em TSK gel2500xI realizadas anteriormente, estéo relacionadas ao fato de que
0s experimentos de analise da agregacdo foram feitos em outro sistema AKTA 10 purifier,

com tubula¢Ges menores do que a utilizada no inicio do experimento.

Candidato a MR dessalinizado nao liofilizado 60 graus inj 2001:10_UV2_220nm

Candidato a MR dessalinizado nao liofilizado inj 3001:10_UV2_220nm
andidato a MR dessalinizado liofilizado 60 graus inj 1001:10_UV2_220nm
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Figura 4.65: Perfil cromatografico do LEa EPOhr nativo (em vermelho), submetido a 60°C durante 12h (em
azul) e submetido a 60°C durante 24h (em verde) obtidos da analise por SEC-CLAE em coluna analitica TSK
Gel G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) 5um equilibrada em solucdo tampéo PBS pH6, fluxo de 1,0 mL/min, volume
de injecdo 100uL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a 220nm.
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Tabela 4.29: Area percentual dos picos encontrados nos cromatogramas relativos ao LEa EPOhr 30ug nativa e
desnaturada por aquecimento a 60°C durante 12 horas e 24 horas. A area percentual foi calculada seguindo a
férmula: Area % = area do pico x 100 / area total

Area percentual

LEa EPOhr Pico do agregado Pico do monémero
Nativa - 100
60°C 12h 22,5 77,5
60°C 24h 49,5 50,5

Os resultados da desnaturacdo térmica sugerem que houve inducéo da agregacao e que
0 primeiro pico é referente ao agregado. Yoshiyuki et al. (1992) demonstraram que a EPOhr
submetida a temperatura a partir de 60°C induz agregacéo irreversivel observada a partir de
um pico cromatografico com tempo de retencdo inferior ao pico referente a EPOhr.
Wilczynska et al. (2005) e Agilent Technologies (2011) demonstram que na SEC-CLAE a
formacdo de agregados é visualizada através de picos cromatograficos antes do pico do
monomero e degradacdes e impurezas sao detectadas apds o pico do mondmero. Além disso,
tal analise permite diferenciar o perfil cromatografico da amostra na presenca de agregados.
Com isso, pode-se inferir o percentual de homogeneidade e definir se a amostra esta em
concordancia ou ndo com a legislagéo seguida.

A SEC é uma técnica utilizada rotineiramente e bem estabelecida no controle de
qualidade com a vantagem de detectar quantidades muito pequenas de agregados de amostras
(Girard et al. 2012). A sensibilidade alcancada por esta técnica € principalmente dependente
do método de deteccdo utilizado, tais como UV, dispersdo de luz ou fluorescéncia (Srinivas et
al. 2007). Este ultimo tem sido utilizado para contornar 0s problemas com a presenca de
albumina e polissorbato 80 (Girard et al. 2012). Além disso, outro problema que vem sido
relatado é a contaminacdo da formulacdo contendo EPOhr por aluminio, o qual vem sido
quantificado através da SEC juntamente com a espectrometria de absorcdo atbmica (Veiga et
al. 2011).

Neste trabalho, a deteccgdo foi realizada a 220 nm em confronto com dados da F.E. e

do CIM, que recomendam 214 nm. Além disso, a coluna analitica utilizada foi a TSK Gel
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G2500 SWxI (300 x 7,8 mm) 5um, enquanto que o CIM e F.E. recomendam o uso da TSK
Gel G2000, utilizada para proteinas de maior peso molecular. A fluxo utilizada foi o dobro
(ImL/min) do que € descrito na F.E. e CIM, diminuindo o tempo de corrida pela metade.
Outro parametro alterado foi o pH da fase mdvel, o qual é recomendado em torno da
neutralidade e neste trabalho foi utilizado o pH acido para conservar a fase estacionaria da
coluna que é composta por silica.

A técnica de SEC-CLAE em coluna TSK GEL 2500xI demonstrou-se eficaz e
reprodutivel para analise de agregados na formulacdo intermediaria de EPOhr bem como para
a confirmacédo da estabilidade da molécula. Para ser implantada no controle de qualidade em
Bio-Manguinhos, esta metodologia precisa antes ser validada, o que sera realizado de acordo
com a RE 899.

4.7- Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia em Fase Reversa (RP-CLAE)

A cromatografia de fase reversa é uma técnica bastante utilizada para purificacdo e
avaliacdo da pureza de proteinas, através da diferenca de hidrofobicidade entre as moléculas
(Ahrer K. & Jungbauer A., 2006). Para avaliacdo da pureza da EPOhr é descrito na literatura
0 uso de colunas Vydac C4, C8 e C18 (Ahrer K. & Jungbauer A., 2006; Almeida et al. 2012).
Nesse trabalho foi utilizada a coluna C8, em consonancia com a metodologia preconizada
pelo CIM.

Na figura 4.66 observa-se a cromatografia em fase reversa realizada com o LEa
EPOhr, a qual apresentou dois picos cromatograficos principais, com tempos de retencdo de
2,50 min e 13,26 min, e varios picos minoritarios entre 2,50 min e 8,0 min. O IFA EPOhr
apresentou um perfil similar ao do LEa EPOhr em relacdo ao picos principais (Figura 4.67).
Entretanto, o IFA EPOhr apresentou menor complexidade, com apenas dois picos

cromatograficos minoritarios com tempos de retenc¢éo 4,60 e 7,84 minutos respectivamente.
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Vydac C8002 MR EPOhr 30ug 02001:10_UV1_220nm
Vydac C8002 MR EPOhr 30ug 03001:10_UV1_220nm

800 2'50

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Figura 4.66: Cromatografia em Fase Reversa de 30ug de massa do LEa EPOhr realizada em triplicata. Em cinza:
branco realizado com fase mével A (TFA 0,1%); em verde: Gradiente de concentracdo; em azul e coral: LEa
EPOhr 30 pg. Coluna analitica Vydac C8 (150 x 4,6 mm) 5um, fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100puL,
pressao limite 10 mPa, deteccdo a 220 nm.

~—_Vydac C8002 IFA EPOhr 30ug 01001:10_UV1_220nr Vydac C8002 IFA EPOhr 30ug 03001:10_UV1_220nm
Vydac C8 br002:10_UV1_220nm
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Figura 4.67: Cromatografia em Fase Reversa de 30ug de massa do IFA EPOhr realizada em triplicata. Em
marrom: branco realizado com fase mével A (TFA 0,1%); em verde: Gradiente de concentracdo; em azul claro,
azul escuro e coral: IFA EPOhr 30 pg. Coluna analitica Vydac C8 (150 x 4,6 mm) 5um, fluxode 1,0 mL/min,
volume de inje¢do 100uL, pressao limite 10 mPa, deteccdo a 220 nm.
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O padrdo BRP EPOhr apresentou uma complexidade proteica menor do que a
observada nos perfis cromatograficos do LEa e do IFA EPOhr, o que é demonstrado na figura
4.68. Pode-se visualizar que todas as amostras da EPOhr avaliadas apresentaram os dois
picos principais (Figura 4.68).

Vydac C8002 MR EPOhr 30ug 03001:10_UV1_220nm
" Vydac C8002 BRP EPOhr 30ug 01001:10_UV1_220nm

2,51

13,20

0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 min

Figura 4.68: Comparacdo entre os perfis cromatograficos das amostras analisadas em fase reversa: LEa EPOhr
(em zul escuro); IFA EPOhr (azul claro) e BRP EPOhr (em vermelho). Em linha verde pontilhada: branco
realizado com fase moével A (TFA 0,1%); em linha verde continua: gradiente de concentragdo. Coluna analitica
Vydac C8 (150 x 4,6 mm) 5um, fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100 pL, presséo limite 10 mPa,
deteccdo a 220 nm.

O pico cromatografico com tempo de retencao de 2,51minutos eluiu no volume morto
da coluna Vydac, uma vez que este pico co-elui com o pico de condutividade (Figura 4.69).
Esta fracdo pode ser composta por &cido siélico liberado pela hidrélise da EPOhr pelo TFA
0.1% utilizado como eluente inicial da cromatografia de fase reversa, conforme descrito por
Fu-Tai et al.(1998). Neste caso, a forma principal da EPOhr sem &cido sialico seria

representada pelo pico com tempo de retencdo de 13,20 minutos e os demais picos
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minoritarios apresentados podem estar relacionados a formas intermediérias da EPOhr com
acido sialico ou fragmentos glicidicos contendo acido siéalico.

Para confirmacdo desta hipOtese, seria necessario dados adicionais, como
determinacdo do teor de &cido siélico, composicdo de aminoacidos, espectro de massa ou
sequenciamento N-terminal para a identificacdo inequivoca das fracbes em questdo. Além
disso, poderia ser testado a utilizagdo de sistemas de eluentes sem o ion-par TFA para
descartar a hipo6tese de hidrolise da porcdo de acido sialico da EPOhr, pois os picos ndo
proteicos poderiam ser desconsiderados para o célculo de area total e assim os dados
presentes na tabela 4.30 ndo descartariam o IFA e o LEa EPOhr em rela¢do ao BRP EPOhr.

Os picos cromatogréficos intermediarios foram integrados para a avaliacdo do
percentual de pureza da EPOhr nas trés amostras analisadas. Fazendo-se a avaliacdo desta
maneira pode-se perceber que o percentual de pureza das amostras LEa e IFA EPOhr esta
abaixo das especificacbes do CIM.

Tabela 4.30: Area total, 4rea do pico principal, resultantes da integracio dos cromatogramas das triplicatas e
percentual de pureza das trés amostras analisadas (LEa, IFA e BRP EPOhr).

Amostra Area total (mAu/min) = Area EPOhr (mAU/min) Percentual de pureza
LEa EPOhr 30ug 2.401.028 1.992,757 82,99%
IFA EPOhr 30ug 3.115.131 2.996,804 96,20%
BRP EPOhr 30ug 2.020.162 2.020,162 100%

Um problema da cromatografia de fase reversa é o tempo de anélise. Geralmente, para
gradientes mais resolutivos, utilizam-se corridas de 60 a 90 minutos. Associado a isto, a
obrigatoriedade de realizagdo de brancos entre cada corrida dificulta o uso mais eficiente da
RP-CLAE em controles de processo. Nesse contexto, foi testado duas condicGes de gradientes
lineares, um com variacéo linear de 5 volumes de colunas (VC) e outra com 10VC, conforme
mostrado na Figura 4.69. O gradiente com 5 volumes de coluna apresentou perfil
cromatografico com boa distin¢ao entre os picos e menor tempo de corrida, o que possibilita
um maior nimero de analises por dia (Figura 4.69A). No gradiente linear com 10VC houve
uma reducdo no tempo de corrida de 5 minutos em relacdo ao gradiente utilizado no CIM
(Figuras 4.69B). Entretanto, foram detectados menos picos cromatograficos entre 0s picos

principais, acarretando maior percentual de pureza para a amostra LEa (Tabela 4.31).
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Vydac C8 grad linear Svc ifa 30micro001:10_UV1 _220nm " _Vydac C8 grad linear Svc ifa 30micro001:10_UV2_280nm
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Figura 4.69: Esquema representativo dos perfis cromatograficos de LEa EPOhr 30 pg utilizando gradiente linear
com 5 volumes de coluna (A) e 10 volumes de coluna (B). Linha pontilhada: Detec¢do a 280nm; linha continua:
deteccdo a 220nm; em marrom: condutividade. Coluna analitica Vydac C8 (150 x 4,6 mm) 5um, fluxo de 1,0
mL/min, volume de inje¢do 100pL, pressdo limite 10 mPa, deteccdo a 220 nm.

Tabela 4.31: Area total, 4rea do pico principal, e percentual de pureza do LEa analisado em gradiente linear com
5 (5v) e 10 volumes de coluna (10v).

LEa EPOhr30ug = Area total (mAu/min) = Area EPOhr (mAU/min) = Percentual de pureza
5v 2.163.390 2.025.037 93,60%

10v 2.416.973 2.255.279 93,31%
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Para testar a robustez da cromatografia de fase reversa, a EPOhr foi analisada por RP-
CLAE utilizando outro sistema cromatogréafico, outra coluna (Bakerbond WP octadecyl) e a
estacdo de trabalho CLAE-Waters 2695 Alliance. O gradiente, fluxo e eluentes foram
mantidos para efeito comparativo. A Figura 4.70 mostra o perfil das cinco corridas realizadas
utilizando 30pg do LEa. O tempo de retengdo da EPOhr foi de 15,755, o pico apresenta
aspecto homogéneo, com uma sutil inflexdo a direita, que pode ser caracteristico da
heterogeneidade glicidica da EPOhr (Figura 4.70B). O numero de fragcbes minoritérias esta
reduzido em relacdo a coluna C8, as quais devem ter ficado mais retidas na coluna,
provavelmente formando o pico com TR 13 minutos. Além disso, a escala utilizada dificulta a
visualizagdo de picos minoritarios. A tabela 4.32 lista os valores de &rea e tempo de retencéo
(TR) encontrados para as réplicas, demonstrando boa reprodutibilidade da metodologia,

evidenciada atraves da baixa dispersao entre os resultados.
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Figura 4.70: Integracdo dos cromatogramas das réplicas do LEa EPOhr em fase reversa(A). Aumento do pico
cromatografico referente a EPOhr (B). Coluna analitica Bakerbond WP C18, 5 um, 4,6 x 100mm, fluxo de 1,0
mL/min, volume de injecdo 100uL, deteccdo a 214 nm.
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Tabela 4.32: Tempo de retengdo (TR) e area do pico principal resultantes da integracdo dos cromatogramas das
replicatas do LEa EPOhr 30ug. Média (M), desvio-padrao (S) e coeficiente de variagdo (CV%) entre as réplicas.

LEa EPOhr 30ug TR Area EPOhr (AU)
Réplica 1 15,75 608,26
Réplica 2 15,76 614,37
Réplica 3 15,73 618,05
Réplica 4 15,77 621,38
Réplica 5 15,78 550,64

M 15,75 602,54
S 0,019 29,42
CV% 0,12 4,88

Para avaliar a linearidade da fase reversa em coluna C18 foram utilizadas trés
diferentes concentracdes do LEa, a saber: 20 pg/mL, 30 pg/mL e 40 pg/mL. Na Figura 4.71
observa-se que os dados obtidos para a C18 também apresentam boa correlacdo entre area do
pico e quantidade de amostra aplicada, evidenciado pelo coeficiente de determinacéo igual a
0,9996.
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Figura 4.71: Gréfico da rea obtida por RP-CLAE versus concentracdo de proteinas do LEa.

A fim de sugerir a metodologia de RP-CLAE para quantificacdo da EPOhr, foi
utilizado o MR estabelecido através de estudos colaborativos entre o CIM, INCQS e Bio-
Manguinhos, o qual possui albumina em sua composicdo. A figura 4.72 representa 0

cromatograma obtido da analise do MR EPOhr na concentracdo de 18,65 pg/mL.
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Figura 4.72: Integracdo dos cromatogramas das réplicas do MR EPOhr em fase reversa(A). Aumento do pico
cromatografico referente a EPOhr (B). Coluna analitica Bakerbond WP C18, 5 pm, 4,6 x 100mm, fluxo de 1,0

mL/min, volume de inje¢do 100pL, deteccdo a 214 nm.

Levando-se em consideracdo que a area obtida do MR equivale & concentracdo de

18,65 pg/mL, esta foi relacionada a area obtida pelo LEa com a concentragdo teorica de 20

Hg/mL. Dessa maneira, pode-se quantificar a amostra em relacdo ao MR. O célculo foi feito

com trés diferentes concentracdes do MR e do LEa em pg/mL relacionando-os com a area

obtida (Tabela 4.33).

Tabela 4.33: Concentragdo do LEa EPOhr (ug/mL) relacionada a concentragcdo do MR EPOhr (pg/mL).

Concentragao e area MR Concentracao tedrica e area LEa

18,65 pg/mL (70,71 Au) 20 pg/mL (69,18 Au)
30 pg/mL (73,87 Au) 30 pg/mL (101,27 Au)
37,3 pg/mL (140,73 Au) 40 pg/mL (137,67 Au)

Concentragéo corrigida LEa

18,25 pg/mL
41,13 pg/mL

36,49 pg/mL
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Como foi utilizado o0 MR que contém albumina em sua composicéo, foi realizada uma
curva de adicdo padrdo a fim de demonstrar que o excipiente ndo interfere na analise da
EPOhr. Para isso, foi adicionado albumina a diferentes concentragdes do LEa EPOhr, tais
como: 20 pg/mL, 30 pg/mL, 40 pg/mL, 50 pg/mL e 60 pg/mL. A figura 4.73 demonstra a
integracdo dos cromatogramas das replicatas realizadas com LEa 30 pg/mL com a adicéo de
albumina.
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Figura 4.73: Integragdo dos cromatogramas das réplicas do LEa EPOhr acrescido de albumina em fase

reversa(A). Aumento do pico cromatografico referente a EPOhr (B). Coluna analitica Bakerbond WP C18, 5 pum,

4,6 x 100mm, fluxo de 1,0 mL/min, volume de injecdo 100pL, deteccdo a 214 nm.
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A relagdo entre a concentracdo e area obtida através da andlise por RP-CLAE é
demonstrada no grafico abaixo (Figura 4.74), o qual evidencia proporcionalidade entre as
variaveis, corroborando com a hipdtese de que a presenca da albumina néo interfere na analise
da EPOhr.
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Figura 4.74: Gréfico da area obtida por RP-CLAE versus concentra¢do da EPOhr no LEa acrescido de albumina.

Recentemente, métodos cromatograficos estdo sendo desenvolvidos para analise do
produto final sem a necessidade de pré-tratamento da amostra, fazendo com que alguns
excipientes como albumina e sal ndo interfiram na analise da proteina (Almeida et al.2012,
Rane et al. 2012). Nessa dissertacdo demonstrou-se a possibilidade de analise da EPOhr na
presenca de albumina utilizando a coluna C18, pois a adi¢cdo do excipiente ndo prejudicou a
deteccdo e a andlise da EPOhr, demonstrando dessa maneira a especificidade da técnica.
Entretanto, alguns parametros tais como o limite de deteccdo e quantificacdo ainda precisam
ser avaliados, o que devera ser feito na validacdo da técnica.

Sendo assim, foi demonstrado a possibilidade de avaliar a homogeneidade do produto
final da EPOhr, o qual contém albumina em grandes quantidades na formulagdo, através da
Cromatografia em Fase Reversa, 0 que ndo € possivel através das técnicas eletroforéticas
padronizadas nessa dissertacao.

Desta forma, pode-se dizer que a metodologia € reprodutivel e atende as necessidades
do Controle de Qualidade em Bio-Manguinhos para a andlise do percentual de pureza de
produto intermediario da EPOhr. Para isso, a metodologia devera ser validada conforme RE
899 da ANVISA.



5-CONCLUSOES

Com a transferéncia de tecnologia da alfapoetina advinda do CIM, o estabelecimento
de técnicas comuns a ambas instituicdes para o controle de qualidade deste biofarmaco, torna
possivel o0s estudos de equivaléncia do produto transferido. Neste contexto, as metodologias
padronizadas e otimizadas nessa dissertacdo, bem como os resultados obtidos, séo
devidamente relatados e discutidos com o CIM, a fim de propor a implantacdo de melhorias e
assegurar que as andlises do IFA em Bio-Manguinhos serdo realizadas em consonancia com o
CIM.

A utilizacdo de padrBes internos de ponto isoelétricos nas anélises por focalizag¢do
isoelétrica em gel de poliacrilamida aumenta o grau de seguranca na identificacdo das
isoformas da EPOhr. Os padrdes de pl 3-9 e 2,5-6,0 podem ser utilizados nas anélises de IEF-
PAGE otimizadas com gradiente de pH especifico para EPOhr, todavia é necessario uma
reavaliagdo da quantidade de padrdo a ser aplicado por gel, uma vez que o método de

revelacdo com prata é muito sensivel.

A utilizagdo do método de revelagcdo com prata automatizado, seguindo a programacao
do do Kit de coloragédo, garante melhor reprodutibilidade na visualizacdo das bandas, menor
tempo gasto no processo de revelacdo e maior sensibilidade, o que é observado pela

identificacdo de um maior nimero de isoformas da EPOhr em relacéo aos resultados do CIM.

O SDS-PAGE mostrou-se como uma metodologia robusta e com excelente
reprodutibilidade, a despeito da caracteristica difusa da banda da EPOhr. A utilizacdo de
programas de avaliacdo de imagens como o ImageMaster (GE healthcare) garantem uma
avaliacdo precisa das bandas da EPOhr e torna possivel a utilizacdo desta metodologia néo so6
para avaliacdo da homogeneidade e determinacdo de peso molecular, mas também como
metodologia de quantificagdo. A selecdo do Padrdo de Peso molecular para o0 SDS-PAGE ¢é
fundamental para a determinacgéo precisa do PM da EPOhr, os quais devem se apresentar no
intervalo tal que o PM médio da EPOhr deve se localizar na porcdo central da curva de

calibracdo de PM.



124

Uma vez estabelecida as condi¢des de analise por CZE os resultados mostraram-se
reprodutiveis e confidveis para o ambito de controle de qualidade. Além disso, a técnica

demonstrou sensibilidade e reprodutilbilidade para analise das isoformas da EPOhr.

A técnica de SEC-CLAE em coluna TSK GEL 2500xI demonstrou-se eficaz e
reprodutivel para analise de agregados na formulacdo intermediéria da EPOhr, bem como para
a confirmacédo da estabilidade da molécula. A RP-CLAE mostrou-se sensivel, reprodutivel e
com a possibilidade de ser aplicada até mesmo na avaliacdo do produto final da EPOhr. Os
problemas observados nessas duas técnicas cromatogréaficas evidenciam que para o ambito de
controle de qualidade as amostras de EPOhr uma vez dessalinizadas devem ser manipuladas

imediatamente, para evitar degradacéo da glicoproteina analisada.

Apesar de ter sido comprovada a homogeneidade do padrdo da Farmacopéia Européia
(BRP), este ndo pode ser utilizado como padrdo de referéncia interno, pois difere da EPOhr do
CIM em relacéo as isoformas presentes e a hidrofobicidade. Por esse motivo, ha necessidade

de avaliacdo de um lote candidato a material de referéncia que seja comum as Instituicoes.

O presente estudo nos permite concluir que se faz necessario uma combinacédo de
metodologias para uma completa avaliacdo do biofarmaco alfapoetina, uma vez que estes
ensaios nao provem informacéo suficiente separadamente. Deste modo, métodos baseados
em separacdo por diferencga de carga liquida (IEF-PAGE, CZE), peso molecular (SEC-CLAE
e SDS-PAGE) e hidrofobicidade (RP-CLAE) a serem implantados na rotina do Controle de
Qualidade em Bio-Manguinhos/FIOCRUZ, permitirdo uma adequada anélise do IFA EPOhr

quanto a sua homogeneidade e caracterizacéo fisico-quimica.
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