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RESUMO

Os interferons (INFs) sdo proteinas produzidas por células animais em resposta a
infeccdes virais. Essas substancias possuem varios efeitos farmacoldgicos, incluindo
antiviral, antitumoral e imunomodulatério. Com o advento da tecnologia do DNA
recombinante, varios interferons passaram a ser produzidos e comercializados como
Biofarmacos. O mais importante é 0 ay,, que é uma das bases do tratamento das
hepatites virais. A Unica norma oficial que regulamenta a producdo de INF-ay, € a
Farmacopéia Européia, sendo que restringe-se a matéria prima. O presente trabalho
teve como objetivo desenvolver um protocolo para caracterizar a estrutura molecular
do INF-ay, em formulagbes farmacéuticas por espectrometria de massa do tipo
MALDI-TOF. Para a analise por MALDI-TOF foi necessario inicialmente desenvolver
um método de cromatografia liquida para promover a separagdo entre o INF-02p
constituinte ativo e minoritario e o soro albumina humana, também componente
presente nas formulacdes farmacéuticas. Primeiramente foi desenvolvido um
procedimento baseado em imunoafinidade e cromatografia de gel filtracdo. As
amostras preparadas dessa forma apresentaram homogeneidade protéica por
eletroforese, sendo analisadas por dicroismo circular e fluorescéncia, o que
demonstrou ter ocorrido degradacdo da estrutura tridimensional. Adicionalmente,
essas amostras ndo geraram espectros de massa. Foi desenvolvido entdo outro
método de separacdo cromatografica, baseado em fase reversa, obtendo-se
amostras com homogeneidade protéica, revelada por eletroforese. As amostras em
solucdo foram submetidas a digestdo com tripsina, levadas ao espectrometro de
massa MALDI-TOF, onde seus fragmentos tripticos foram identificados segundo a
correlacdo entre os resultados encontrados a partir das amostras e do padréo de
INF-a, da Farmacopéia Européia submetido aos mesmos procedimentos. As
coberturas de sequéncia atingida no padréo foram de 72,7 % e para as amostras de
45,5 %. No produto comercial foi identificada uma ponte disulfeto. Esse trabalho
fornece dados importantes que subsidiam o estabelecimento de um protocolo para a
analise de INF-ay, em produto final, que poderia substituir o mapa de peptideos
tradicional por cromatografia liquida, com a vantagem de resultar em um maior
namero de informagfes sobre a estrutura molecular do biofdrmaco, importante para

a acdo farmacoldgica. Portanto, implementar o controle de qualidade e



caracterizacdo estrutural com a introducédo de metodologias analiticas sensiveis de
maneira que tenhamos informacdo acerca da seguranca, qualidade e eficacia do

biofarmaco para o devido suporte para as a¢fes de Vigilancia Sanitéria.

Palavras chave: Interferona,, humano recombinante, proteina, espectrometria de
massa MALDI-TOF, CLAE-FG, CLAE-FR, dicroismo circular e fluorescéncia.



ABSTRACT

Interferons (INFs) are proteins produced by animal cells that respond to viral
infections. These compounds exert many biological actions including broad-spectrum
antiviral effects, inhibition of tumor cell proliferation and enhancement of immune
functions. With the advent of recombinant DNA technology several interferons have
been produced and sold as biopharmaceutical. Interferon azp, is used on the viral
hepatitis treatment. The European Pharmacopoeia is the only official regulation that
specifies parameters to the INFay, production, however just for the raw material. The
development of analytical protocol by MALDI-TOF mass spectrometry for INFay,
pharmaceutical formulations was the aim of this study. For the MALDI-TOF analyses,
initially it was necessary to develop a high pressure liquid chromatography (HPLC)
method to separate the minor active component INFay, from the human serum
albumin, also present in the pharmaceutical formulations. Firstly it was developed a
procedure based on the immunoaffinity and HPLC-Gel Filtration with protein
homogeneity verified by electrophoresis. They were analysed by circular dichroism
and fluorescence. However, these samples did not give results when they were
submitted to the mass spectrometry. The next step was to develop another
separation method using chromatography based on reversed phase. This procedure
produced samples with protein homogeneity revealed by electrophoresis. The
samples in the solution were submitted to tripsyn digestion, afterwards their triptic
fragments were introduced to the MALDI-TOF mass spectrometer and identified by
the correlation among the results from the samples and from the European
Pharmacopoeia standard INFag, following the same conditions. The coverage
achieved in the standard sequence were 72,7 % and 45,5 % of the samples. In the
commercial product a disulfide bridge was identified. This study provides important
data that support the establishment of a protocol for the analysis of INFayy, in the final
product, which could replace the traditional map of peptides by liquid chromatography
with the advantage of resulting in a greater amount of information on the structure
molecular of the biopharmaceutical, which is important for the pharmacological
action. Therefore, implementing quality control and structural characterization with
the introduction of sensitive analytical methodologies in order to obtain information



about the safety, quality and efficacy of the biopharmaceutical due to the support for

the actions of Sanitary Surveillance.

Key words: Human recombinant interferona,, protein, MALDI-TOF mass

spectrometry, HPLC-SEC, HPLC-RP, circular dichroism and fluorescence
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1 INTRODUCAO

1.1 Histo6rico

O fendmeno de interferéncia viral foi descrito pela primeira vez em 1935 por
Hoskins e Magrassi, independentemente. Eles observaram que ao injetar
simultaneamente doses elevadas de duas cepas diferentes de virus em macacos, a
maioria dos animais sobrevivia. Aparentemente, o organismo produzia uma reacao
gue bloqueava a infeccéo, a que denominaram entéo de reacao de interferéncia. Na
ocasido, ndo se conseguiu uma explicacdo para o fenémeno (FINTER, 1999).

Nas duas décadas seguintes varios pesquisadores tentaram entender o
mecanismo da interferéncia, porém, sé em 1957 € que o médico sui¢co Lindenmann
e 0 virologista britanico Alick Isaacs conseguiram identificar uma proteina, produzida
pelas células do hospedeiro, como a responsavel pela interferéncia. Essa proteina
foi denominada interferon (INF) (LINDENMANN, 2007; PESTKA, 2007).

Em virtude do uso corriqueiro, no presente trabalho serd adotado o termo
interferon no género masculino, embora se refira as proteinas.

Durante a década de 60 varios trabalhos confirmaram a natureza protéica do
INF. Foi demonstrado também que células diferentes podem sintetizar INFs
diferentes. Na ocasido, tais diferencas foram identificadas sorologicamente, ou seja,
foram preparados soros que reconheciam especificamente um determinado INF
(DORR, 1993).

O advento da engenharia genética permitiu elucidar as sequéncias de
aminoacidos dos INFs, confirmando as diferencas entre os genes que codificam os
INFs. No comeco da década de 80 foram iniciados estudos para produzir INFs
utilizando a tecnologia de DNA recombinante. Em 1989 o INF—ay, foi liberado para a
comercializacdo nos EUA, com indicacdo clinica para tratamento de sarcoma de
Kaposi e hepatite C, marcando o inicio do uso clinico sistematico desse tipo de
biomedicamento (WALSH, 2003).



1.2 Mecanismos de Acgéo das Proteinas Interferon

Os INFs séo os primeiros membros de uma familia importante de proteinas
biolégicas regulatorias, sdo as chamadas citocinas, mediadoras de respostas
homeostaticas celulares a infecgéo viral em mamiferos. As citocinas sdo produzidas
em resposta a virus e sdo secretadas para a circulacdo. Além de inibirem a
replicacdo viral, agem de modo a proteger células ndo infectadas ativando um
estado antiviral global, que tem efeitos pleiotrGpicos em varios aspectos na fisiologia
celular, como crescimento, motilidade e func¢des celulares (SEN, 2001).

Varios estudos comprovaram os diversos efeitos farmacoldgicos dos INFs
Tipo I: antiviral, antiproliferativo, estimulador de atividade citotdxica de varias células
do sistema imune, aumento da expressao de antigenos de superficie associados a
tumores, estimulador de outras moléculas de superficie, tais como antigenos MHC
Classe I, inducdo e/ou ativacdo de genes proapoptéticos e proteinas produtos
desses genes, repressao de genes antiapoptoticos, modulacdo de diferenciacéo e
atividade angiogénica (PETSKA, 2004).

A familia a tem efeito contra algumas viroses importantes, principalmente
hepatite A, B e C, e a familia B tem efeito imunomodulador, sendo atil no tratamento
da esclerose mdltipla. A familia y tem efeito contra alguns tipos de cancer
(DORR,1993).

Os diferentes INFs do tipo | atuam da mesma forma. Eles se ligam a
receptores de membrana nas células alvo, ativando uma cascata metabdlica que
leva a expressao de aproximadamente trezentas proteinas diferentes, com padrao
de inducédo variavel de acordo com o tipo celular e o tipo de INF. Estas mesmas
proteinas podem ser induzidas por outros agentes como acido ribonucléico-dupla fita
(dsRNA), lipopolissacarideo (LPS), fator de necrose tumoral (TNF), interleucina-1
(IL-1), ou infeccéo viral. As proteinas induzidas pelo INF sdo enzimas, proteinas de
sinalizacdo, quimiocinase, proteinas de apresentacdo de antigenos, fatores de
transcricdo, proteinas de choque térmico e proteinas apoptéticas (SEN, 2001;
SADLER & WILLIAMS, 2008).

Na Figura 1 € apresentado um modelo do complexo receptor-INF tipo I, que

consiste de um heterodimero, a cadeia 1 do receptor de INF-a (INF-aR1) e cadeia 2.



do receptor de INF-a (INF-aR2:). Apdés a complexagdo, inicia-se o sinal de
transducdo, por pré-associacdo com os transdutores de sinal e ativadores de
transcricdo (STATs). Os heterodimeros STATs associam-se com o fator 9 de
regulacdo do INF (IRF9), para formar o fator 3 de estimulacdo génica do INF
(ISGF3). Este complexo desloca-se para o nucleo onde interagem com proteinas
reguladoras de genes denominadas de elemento de resposta estimulado pelo INF
(ISREs), que leva a inducdo ou ao aumento da expressao de genes especificos
(TAKAOKA & YANAI, 2006).

INF-aR1

INF-ax

W | INF-aR2c

Transcrigdo

Figura 1: Modelo de complexo receptor para INF tipo | (Adaptado de PESTKA, 2004; SADLER &
WILLIAMS, 2008)

Existem outras vias de sinalizacdo que o INF tipo | pode induzir, ativadas
independentemente ou em paralelo a via Janus cinase, JAK/STAT, como
Fosfatidilinositol 3-cinase (IP3K), p38, MAPK (proteina cinase mitbgeno ativada) e a
via cinase regulada por sinal extracelular cinase regulada por sinal
extracelular/proteina mitdégeno ativada/cinase regulada por sinal extracelular
(MEK/ERK) (SADLER & WILLIAMS, 2008; BONJARDIM et al., 2009).

A formacgdo do complexo INF-receptor desencadeia varios efeitos antivirais

nas células e os principais mecanismos envolvidos séo:



» Ligacado do INF ao receptor com ativagdo da 2-5"oligo nucleotideo sintetase,
expressa constitutivamente na célula como monémero inativo, tendo seus
niveis aumentados apos estimulada por RNA viral dupla fita. Esta enzima
oligomeriza-se e forma um tetramero que sintetiza 2’-5’ oligoadenilatos. Este
tetrdmero quando ligado a ribonuclease (RNase latente), ativam-na, iniciando-
se sua dimerizacdo obtendo como produto uma potente endoribonuclease
capaz de clivar RNAs indiscriminadamente (sejam virais ou celulares);

» Ativacdo por autofosforilacdo da proteina serina-treonina cinase (PKR), que
uma vez ativada pode fosforilar proteinas celulares especificas, tais como o
fator de iniciacdo eucarittico elF-2a. Esses eventos produzem a inibicao
global da sintese protéica bloqueando além da replicacdo viral, também a
amplificacéo total da resposta celular estressada induzida pelo virus;

» A proteina citoplasmatica P56 liga-se ao complexo multimérico do elF-3 via
P48, bloqueando sua funcao na iniciacdo da sintese protéica;

» Proteinas Mx, sdo proteinas ligadas a guanosina trifosfato (GTP), com
atividade GTPase intrinseca, e GBP; a proteina Mx também € descrita como
um elemento que se polimeriza intracelularmente atingindo dimensdes
capazes de “englobar” capsideos virais e direciona-los para degradacéo;

» P200, proteinas fortemente induzidas por INF tipo I, assim como P53, cuja
principal funcdo € a inducéo da resposta apoptdtica das células infectadas;

» Fatores reguladores de INF, o proprio INF induz a sintese de mais INF
através de um feedback positivo mediado por fator 7 de regulacdo do INF
(IRF7). Esta é parte de um mecanismo de ajuste da producdo de IFN com
relacdo a carga viral (SEN, 2001; CHELBI-ALIX, 2007; BONJARDIM et al.,
2009).

A diversidade de atuacdo do INF tem como consequéncia falta de
seletividade, responsavel pelos efeitos adversos causados pelo uso dos INFs, que
administrados com outras drogas, podem interagir inibindo a atividade do sistema
enzimatico citocromo P450, potencializando efeitos indesejaveis de toxicidade
(STARK et al., 1998; ISLAM, et al., 2002).



Os niveis maximos de atividade antiviral dos INFs no soro sdo alcangcados de
3 a 8 horas depois da administracdo, usualmente por via subcutanea, com tempo de
meia vida de 3h30min. O efeito do INF persiste por cerca de trés dias, possibilitando
a administracdo da droga em dias alternados. Evidéncias demonstram que os INFs
sdo depurados no rim por protedlise, ndo sendo detectados residuos da droga na
urina (DORR, 1993).

1.3 Classificacdo e Caracteristicas Estruturais das Proteinas Interferon

A elucidacdo da sequéncia primaria dos INFs possibilitou a adocdo de
classificacdo sistematica. A classificacdo atual em tipo, familia, subfamilia e
isoforma, baseia-se tanto no complexo receptor como em diversos outros fatores tais
como: na homologia da sequéncia, na especificidade do receptor, na locacéo
cromossomial, nas suas propriedades fisico-quimicas e na sua estrutura
(MALMGAARD, 2004). Os dois tipos de INFs presentes em humanos sdo chamados
de | e Il e mais recentemente foi descrito o tipo Il (VILCEK, 2003). O tipo | e lll sdo
produzidos por células dendriticas plasmocitdides dentre outras (KOTENKO et al.,
2003) e o tipo Il é produzido por fibroblastos. Os tipos foram subclassificados em
familias representadas pelas letras a, B, y, K, A. Em cada familia h4 também a
possibilidade de subfamilias representadas por nimeros e de isoformas como
mudancas pontuais das sequéncias de aminoacidos. Um exemplo da nomenclatura
usual de INFs (KONTSEK, 2003) é:

INF - ala—» Isoforma

Familia Sub familia



1.3.1 Familia das Proteinas Interferon alfa 2b (INF  -a2p)

Atualmente, o INF-ay, € utilizado na terapéutica da hepatite viral (BRASIL,
2008). Segundo estimativas divulgadas pela World Health Organization (WHO), em
2007, 3% da populacdo mundial encontrava-se contaminada pelo virus da hepatite
C, e 2 bilhdes de pessoas infectadas pelo virus da hepatite B, sendo que destas,
350.000.000 apresentavam infeccdo crénica de figado. Estima-se que 600.000
pessoas venham a morrer por ano, em consequéncia da hepatite B cronica ou
aguda (WHO, 2008).

A familia a é constituida por proteinas homologas e relacionadas, com perfil
de atividade unico (PESTKA, 2004). As isoformas do INF-a foram purificadas com
homogeneidade satisfatéria ao longo da década de setenta. Essas substancias
foram classificadas em duas subfamilias distintas: 1 (com 13 isoformas) e 2 (com 2
isoformas) (KONTSEK, 2003).

A subfamilia 1 tem 165 aminoacidos na sequéncia (apenas uma isoforma tem
166) enquanto a subfamilia 2 tem 172 aminoacidos em sua sequéncia. A massa
molecular (MM) estimada para os INF-a € em torno de 19 kDa. A analise das varias
isoformas, por eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecil sulfato de sodio (SDS
PAGE), demonstra em alguns casos MM de até 27 kDa. A analise dessas mesmas
isoformas por focalizac&o isoelétrica (IEF) demonstra que os pontos isoelétricos (pl)
variam de 5 até 6,5. Essas caracteristicas de micro heterogeneidade se devem a
presenca de uma cadeia O-glicosidica. Foi relatada também heterogeneidade por
acao proteolitica no C terminal (KLAUSS et al., 1997).

A homologia entre as isoformas € superior a 70%. Todas séo proteinas com
alto teor de leucina e acido glutamico, suas cisteinas sdo conservadas nas posi¢coes
1, 29, 98 e 138, formando duas pontes de sulfeto na forma ativa da proteina. As
estruturas terciarias de todas sdo muito similares, com estruturas de alfa hélice e
nenhuma estrutura beta, conforme estudos de ressonancia magnética nuclear

(NMR) e heteronuclear (KLAUSS et al.,1997) e mostrada na figura a seguir



Figura 2: Estrutura tridimensional do INFa-,, determinada por ressonancia magnética nuclear em
solucao

Essa estrutura tridimensional do INF-a,, determinada por ressonancia magnética
nuclear em solucdo (KLAUSS et al., 1997) mostra codigo de acesso no Protein Data
Bank (PDB) 2HYM. (a) o C terminal da molécula (acido glutamico 165) (b) ponte
dissulfeto C;-Cgg (c) ponte dissulfeto Cpo-Cizs (d) residuo Kgzs; No INF-0z, esse
residuo é arginina. Figura gerada no Swiss PDB viewer 4.0.1, utilizando o modelo
com codigo de acesso PDB 2HYM.

1.4 Biomedicamentos e a Vigilancia Sanitaria

A Constituicdo de 1988, art. 196, concebe saude como direito de todos e
dever do Estado que deve garanti-la, mediante politicas sociais e econémicas que
visem a reducéo do risco de doenca e de outros agravos (BRASIL, 1988).

Nesse sentido, considerando a saude como um direito fundamental do ser
humano e de responsabilidade do Estado, foi promulgada a Lei n°® 8080, de 19 de
setembro de 1990, que dispde sobre as condi¢bes para a promog¢ao, protecdo e
recuperacdo da saude, a organizacdo e o funcionamento dos servicos
correspondentes (BRASIL, 1990).



A Lei n° 8080/90, intitulada Lei Organica da Saude, cria o Sistema Unico de
saude em seu art. 4° e o define como o conjunto de acdes e servicos de saude,
prestados por O0rgaos e instituicbes publicas federais, estaduais e municipais, da
administracéo direta e indireta e das fundagdes mantidas pelo Poder Publico. O
Sistema Unico de Satde-SUS, no Capitulo |, em Objetivos e Atribuicdes, no art. 6°,
estdo incluidas em execucao de acodes, entre outras, a de Vigilancia Sanitaria, a de
formulacdo da politica de medicamentos, de equipamentos, de imunobioldgicos e de
outros insumos de interesse para a saude e a participacdo na producgdo; o controle e
a fiscalizacdo de servicos, produtos e substancias de interesse para a saude
(BRASIL, 1990).

O conceito de Vigilancia Sanitaria € definido nesta Lei como o conjunto de
acbes capaz de eliminar, diminuir ou prevenir riscos a saude e de intervir nos
problemas sanitarios decorrentes do meio ambiente, da producéo e circulacdo de
bens e da prestacdo de servicos de interesse da saude, abrangendo o controle de
bens de consumo que, direta ou indiretamente, se relacionem com a saulde,
compreendidas todas as etapas e processos, da producdo ao consumo (BRASIL,
1990).

Em 27 de janeiro de 1999, a Lei n° 9.782, que dispde sobre o Sistema
Nacional de Vigilancia Sanitaria, criou a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(Anvisa) que veio substituir a Secretaria de Vigilancia Sanitaria e estabeleceu no art.
2° como algumas das suas competéncias, normalizar, controlar e fiscalizar produtos,
substancias e servicos de interesse para a saude (BRASIL, 1999).

No ambito da normalizacdo realizada pela Anvisa, no que tange ao
biomedicamento, é importante a Resolu¢do RDC n° 210, de 4 de agosto de 2003,
gue determina a todos os fabricantes de medicamentos, o cumprimento das
diretrizes estabelecidas no regulamento técnico das Boas Praticas de Fabricacdo de
Medicamentos, presentes nesta resolucdo (BRASIL, 2003). Neste contexto, merece
ainda destaque a RDC n° 315, de 26 de outubro de 2005, que dispbe sobre o
Regulamento Técnico de Registro, Alteracdo Pds-Registro e Revalidagdo de
Registro dos Produtos Bioldgicos Terminados (BRASIL, 2005). Nesta mesma
resolucdo sdo considerados varios medicamentos bioldgicos, incluindo os

Biomedicamentos que sdo distinguidos como aqueles obtidos a partir de fluidos



bioldgicos ou de tecidos de origem animal e aqueles obtidos por procedimentos
biotecnoldgicos.

A Resolucdo RDC N°. 315 de 26/10/2005 estabelece pré-requisitos para o
registro de biomedicamentos, determinados pela origem bioldgica do principio ativo
e pelas tecnologias de fabricacdo utilizadas. A documentacgéo técnica de cada uma
das etapas de producédo de um biomedicamento deve ser encaminhada junto com a
documentacéo de trés lotes iniciais de producdo (BRASIL, 2005).

Esta RDC N°. 315 define o Instituto Nacional de Controle de Qualidade em
Saude (INCQS), que esta inserido no Sistema Nacional de Vigilancia Sanitaria, como
Laboratério responsavel pelas analises laboratoriais para o registro, alteracdo ou
revalidacédo de Produtos Biologicos Terminados; pela avaliacdo de conformidade dos
métodos analiticos utilizados pelos produtores no processo de registro; e realizacdo
de andlise prévia desses produtos (BRASIL, 2005).

Além da participagdo no processo de registro, o INCQS participa de
programas de avaliacdo da qualidade de medicamentos disponiveis no mercado e
distribuidos pelo Sistema Unico de Satde, como o Programa Nacional de
Verificagdo da Qualidade de Medicamentos - PROVEME (ANVISA, 2004) e o
Programa de Medicamentos Excepcionais (SILVA, 2000).

Em virtude dos medicamentos excepcionais encontrarem-se no ambito dos
produtos de tecnologia de ponta e essa caracteristica se refletir em seus precos,
bastante superiores a maioria dos produtos convencionais, o governo federal em
1982 criou 0 programa de medicamentos excepcionais, para garantir o fornecimento
de produtos de alto valor agregado a populagcéao (SILVA, 2000). Do total de recursos
aplicados em 2006, pelo governo federal na assisténcia farmacéutica (mais de R$
4,2 bilhdes), um terco (R$ 1,4 bilhdo) foi investido no financiamento de
medicamentos excepcionais, adquiridos e distribuidos pelas Secretarias de Saude
dos Estados (ASSISTENCIA, 2008).

Do total de medicamentos, cerca de 20 sdao biomedicamentos. Destes,
guatro sdao medicamentos de alto custo ou uso continuado: imiglucerase (indicado
para o tratamento da doenca de Gaucher), eritropoetina (EPO), para insuficiéncia
renal crbnica, interferon alfa (INF-a, para hepatite C) e imunoglobulina, para

imunodeficiéncias. Para esses quatro medicamentos, o investimento do governo
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federal € de R$ 500 milhdes por ano. Esse valor demonstra a importancia econdmica
dos biomedicamentos dentro do programa que prevé que todo o processo de
absorcdo de novas tecnologias e medicamentos no SUS deve obedecer a relacéo
“demanda X eficacia X custos” como forma de abranger o maior numero possivel de
pacientes com a oferta de medicamentos comprovadamente eficazes e seguros e,
ainda, utilizar os recursos publicos em saude de forma responsavel. Essa
preocupacao é importante, pois um grande numero de novos biomedicamentos &
lancado anualmente. A incorporacédo direta desses produtos poderia elevar de forma
relevante os custos (BRASIL, 2006).

Seguindo a tendéncia de diminuicdo de custos, o Ministério da Saude (MS)
encarregou Bio-Manguinhos da producao dos biomedicamentos EPO e INFa. Esses
medicamentos foram desenvolvidos pelo Centro de Inmunologia Molecular (CIM) e o
Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB), em Cuba, respectivamente, e
realizam o processo desde a manipulacdo genética, estabelecimento da linhagem
celular, cultivo em larga escala das células e a purificagdo. Atualmente no Brasil séo
realizadas as etapas de envase e rotulagem, embora a transferéncia de tecnologia
preveja a nacionalizacdo de todas as etapas no Brasil (BIO-MANGUINHOS, 2008).

Antevendo a necessidade de sanar esta dependéncia externa, e visando
colocar o Brasil como um dos principais paises fornecedores de produtos
biotecnoldgicos, foi assinado o decreto n°® 6.041, em 08 de fevereiro de 2007, que
instituiu a Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia, criando o Comité Nacional
de Biosseguranca (BRASIL, 2007).

O decreto objetiva em seu art. 1° estabelecer ambiente adequado para o
desenvolvimento de produtos e processos biotecnolédgicos inovadores, o estimulo a
maior eficiéncia da estrutura produtiva nacional, o0 aumento da capacidade de
inovacdo das empresas brasileiras, a absor¢cdo de tecnologias, a geracao de
negécios e a expansao das exportacdes. No seu paragrafo 1° define &reas setoriais
priorizadas na Politica de Desenvolvimento da Biotecnologia, como objeto de
programas especificos, contemplando como uma das diretrizes a area da saude
humana, em que estimula a geracdo e controle de tecnologias e a consequente

producdo nacional de produtos estratégicos.
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Visa posicionar competitivamente a bioindustria brasileira na comunidade
biotecnoldgica internacional, com potencial para gerar novos negoécios, expandir
suas exportacoes, integrar-se a cadeia de valor e estimular novas demandas por
produtos e processos inovadores, levando em consideracdo as politicas de Saude
(BRASIL, 2007).

Incluidos como alvos nesta area estéo produtos de proteinas recombinantes,
como o INF-az, dentre outros, em que a absorcéo, transferéncia de tecnologias e
geracdo de novos métodos e processos de producdo visam a reducdo do impacto
das importagcdes na balanca comercial brasileira (BRASIL, 2007).

De acordo com a Politica de Desenvolvimento de Biotecnologia, que incentiva
a implementacdo de tecnologias préprias pelos produtores nacionais, € justificado
que seja proposto no INCQS o desenvolvimento de metodologias que garantam a

eficcia, eficiéncia e a seguranca de produtos de proteinas recombinantes.

1.5 Producéo industrial das Proteinas Interferon

1.5.1 Estabelecimento de linhagem recombinante

O professor Pieter De Somer foi 0 primeiro a perceber o potencial terapéutico
do INF e a necessidade de producéo, propondo em 1962 essa linha de pesquisa na
Universidade Catdlica de Louvain (Bélgica) (VILCEK, 2007). Na ocasido, ainda ndo
havia a tecnologia do DNA recombinante, a producao de INF era feita em cultivos de
células de mamiferos induzidas a secretar INF. Os indutores mais usados foram
cadeias de RNA dupla fita. O material produzido era heterogéneo e impuro, mas foi
importante para as etapas iniciais da pesquisa de INFs. O laboratério Glaxo chegou
a realizar estudos clinicos com esse material, com resultados pouco satisfatorios
(WALCH, 2003).

O advento do DNA recombinante, em 1980, tornou possivel a producdo de
INFs especificos. Essa producdo segue o esquema geral para a clonagem e super
expressdo de proteinas recombinantes. Primeiro é necessério preparar um
plasmideo com o gene que codifica o INF, uma marca de sele¢do, normalmente um

gene que confere resisténcia a um determinado antibiético. Para obter-se uma super
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expressao € necessario utilizar um promotor adequado a célula, o que favorece a
producdo de RNA mensageiro. Também é importante utilizar os codons preferenciais
para a célula de interesse, que aumenta o rendimento do INF formado (FATHALLAH
& ESSAFI, 2007)

Para a producdo em grande escala para fins farmacéuticos o plasmideo do
INF-a foi transfectado em varios sistemas de expressao diferentes. A expressao
pode ser feita por Escherichia coli (WALCH, 2003) e Pichia pastoris (FATHALLAH &
ESSAFI, 2007; SHI et al., 2007) entre outros. O INF produzido por essas linhagens
possui boa atividade biolégica, sendo que a deficiéncia da O-glicosilagdo nas
isoformas onde ela estaria presente nao influencia na atividade.

Por questdo de custo, os INF-a para fins farmacéuticos séo produzidos por
linhagens de E.coli. A otimizacdo das condicbes de cultivo levou o INF a ser
produzido com rendimento de miligramas por litro de meio de cultura. Cerca de 30%
do total de proteinas celulares corresponde a INF formado como um corpo de

inclusao.

1.5.2 Purificacao do INF

ApOs a super expressdo do INF-a pelas células, o proximo passo € a
purificacdo do material para a obtencdo do INF-a em grau de pureza para uso
farmacéutico. O processo de purificacdo deve remover os constituintes do meio de
cultura, outras proteinas e componentes celulares. O uso de E. coli demanda um
especial cuidado com a remocéo da endotoxina, ja que este microrganismo produz
LPS.

A etapa inicial do processo de purificacdo € a solubilizacdo do INF-a, ApOs a
fermentacdo as células sofrem lise, e os corpos de inclusdo sdo separados por
centrifugacdo. Os corpos de inclusdo sdo ressolubilizados com o auxilio de
tensoativos e purificados por uma sequéncia de cromatografias industriais (WALCH,
2003).

O processo usado pela empresa Schering Plough é mostrado na Figura 3.
Inicialmente, o INF-a € submetido a uma cromatografia de troca i6nica que o separa

de outras proteinas celulares. A fracédo recolhida da troca ibnica é entdo submetida a
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cromatografia de filtracdo em gel, para a remocao de agregados e outros

componentes de elevada massa molecular.

Obtencéo de linhagem
celular produtora de INFs

Cultivo da linhagem
em grande escala

Solubilizacdo dos INFs

Centrifugacédo

A

A 4

< INFs impuros

A

\ 4

Massa celular >
Lise das células >

Purificagdo dos INFS:
| Cromatografias:
- troca idnica

- gel filtracdo

Formulacao:

- adicdo de HSA

- envase

- diluicdo p/ a poténcia adequada

\ 4

[ Produto final }

Produto acabado

a granel

Figura 3: Fluxograma de obtencao industrial dos INFs-a ,
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1.5.3 Formulagéo do INF

Devido a sua estrutura protéica, os INFs ndo sao ativos por via oral. Por isso,
0s produtos acabados a granel devem ser convertidos em uma féormula adequada
para administracdo por via injetavel. Além das propriedades inerentes a produtos
injetaveis, como pH, isotonicidade, apirogenicidade, antioxidantes, esta formulacao
deve garantir a estabilidade do INF durante seu prazo de validade (NARHI, 2005).

Varios componentes sédo adicionados a formulagéo para atingir os objetivos
acima, como fosfato de sddio, manitol e dextran. O excipiente mais importante € a
proteina soro albumina humana (HSA), que € bastante utilizada na formulacédo de
biomedicamentos. Sua funcdo principal é estabilizar o produto, impedindo a
agregacao das moléculas do biofarmaco, evitando a perda da poténcia e a formacéo
de anticorpos contra o biofarmaco (RANDO et al., 2003; RUIZ & REYES, 2006).
Outros excipientes com a finalidade de estabilizacdo ja foram testados, como a
mistura de aminodacidos e surfactantes como o Tween, porém a maioria dos produtos
ainda contém a HSA. A HSA é um hemoderivado, ou seja, é obtida a partir do
processamento do plasma humano. Por esse motivo, ela apresenta irregularidade de
composi¢cdo, sendo também necessario o controle da presenca de patdgenos
transmitidos pelo sangue em seus lotes.

Por esse motivo, na Comunidade Européia h4 uma diretriz para substituir tal
uso da proteina HSA, porque sendo ela um hemoderivado ndo existe 100% de
seguranca em relacéo a transmissibilidade de prions veiculados por ela (JONGEN et
al., 2005).

A formulacdo basica de INF-az, contém 1,5 mg de HSA por mL. Como a
relacdo entre massa e atividade é de 1,4 x 10® Ul/mg, dependendo da apresentacao,
cada mL de formulacdo contém uma determinada massa de INF-az, conforme
mostrado na Tabela 1. Pode se observar que a menor razdo molar € de 1 de INF-a2p
para 24 da composicao protéica final.

Alguns fabricantes liofilizam a formulacéo final.



15

Tabela 1: Composicédo de medicamentos a base de INF-azy,

Componente |Massa/mL

INF-a2p 20 pg (1 nmol), 35 pg (1,8 nmol) ou 71 pg (3,7 nmol)
HSA 1,5 mg (23 nmols)

Outros Fosfato de sddio, manitol e dextran

Nota: Os valores de nmols sdo aproximados.

1.5.4 Proteinas Interferons peguilados — PEG INFs

As caracteristicas farmacoldgicas dos INFs-a determinam que elas sejam
administradas por injecoes em dias alternados, sendo essa uma das dificuldades do
seu uso clinico. Os tratamentos podem durar de 6 meses a 1 ano dependendo do
sorogrupo viral, da resposta soroldgica do paciente e dos efeitos adversos
apresentados (BRASIL, 2009; ZEUZEM, 2008).

Por causa disto, desenvolveram-se varias estratégias para aumentar a meia
vida dos INFs; a maioria envolve a conjugacdo, ou seja, a formacdo de ligacao
covalente entre o INF e polietileno glicoéis (PEGs). Os PEGs sdo polimeros
hidrossollveis de estrutura linear, eles aumentam a solubilidade dos INF em agua ao
mesmo tempo que impedem a sua depuracdo renal por proteases. Como 0s
conjugados formados tém depuracdo muito mais lenta do que os INFs, eles
aumentam a duracdo da atividade farmacologica dos INFs, como apresentado na
Tabela 2. Outras vantagens da conjugacdo PEG INFs, além de aumentar as
estabilidades fisica e térmica dos INFs, sdo reduzir a imunogenicidade, a
antigenicidade e a toxicidade (WANG et al., 2002; KOZLOWSKI & HARRIS, 2001).

A reacdo de peguilacdo, que consiste na conjugacdo do PEG a proteina,
requer a ativagdo prévia do polimero por conversao do grupo terminal hidroxil em
algum outro grupo funcional capaz de reagir com os grupos funcionais disponiveis
na superficie da estrutura molecular protéica. O procedimento usual é ativar grupos

funcionais no polimero para que eles reajam com € amino grupos de lisinas. Utiliza-
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se 0 monofuncional metoxi-PEG (mMPEG) porque nao produz ligagdes cruzadas nem
agregacoes (KOZLOWSKI & HARRIS, 2001).

A quimica de peguilacdo se divide em quimica de primeira e de segunda

geracdes. A de primeira geracdo € a que emprega PEGs lineares de massas
moleculares menores do que 12 kDa. Exemplos de reagentes de primeira geracao
sao: o succinimidil succinato-m-PEG (SS-PEG) e o succinimidil carbonato (SC-PEG),
o diclorotriazina-PEG, o PEG tresilato, o PEG-benzotriazol carbonato, o PEGp-
nitrofenil carbonato, o PEG triclorofenil carbonato e o PEGcarbonilimidazol
(VERONESE, 2001).
Os reagentes citados, embora amplamente utilizados, apresentam desvantagens
como: a geracdo de ligacbes fracas entre o PEG e a proteina, que resulta em
substituicbes ndo seletivas; a ocorréncia de reacdes colaterais; a dificuldade de
remover a maioria dos contaminantes e, finalmente, a limitagdo & monometoxi-PEGs
lineares de massas moleculares pequenas.

Na quimica de segunda geracéo, desenvolvida para eliminar as desvantagens
da de primeira geracao, duas cadeias de mPEG de 20 kDa séo ligadas de modo a
formar uma cadeia mPEG de 40 kDa ramificada. Um exemplo de reagente é o
MPEG-propionaldeido que € muito seletivo para N-terminal, como mostrado na
Figura 4. A conjugacao de aldeidos é feita por meio de base de Schiff que, ao ser
reduzida in situ, gera ligacbes amino secundarias estaveis entre PEG e INF
(ROBERTS, 2002).

Como exemplos de produtos oriundos da quimica de peguilacdo, atualmente
no mercado, temos o Peglintron (Schering-Plough, USA), que € o INF a2, conjugado
ao PEG de cadeia linear, de 12 kDa, e o Pegasys (Hoffman-Le Roche, Inc. USA),
este de 40 kDa, de cadeia ramificada (DHALLUIN et al., 2005), cujas caracteristicas

estdo resumidas na Tabela 2.
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Tabela 2 Diferencas farmacocinéticas, quimicas e estruturais entre INF peguilados

(PEG-INFs)

Caracteristicas

PEG- INF-02,
(12 kDa)

PEG- INF-02,4
(40 kDa)

Estrutura do PEG

Pequena, linear de 12 KDa

Monometoxi m-PEG

Duas cadeias de 20 kDa
MPEG, ligadas para formar
um grande

MPEG 40 kDa ramificado

_ m-PEG ativado com N-
_ . m-PEG ativado com carbonato de| _ o
Conjugacdo do R hidroxisuccinimida (PEG2-
succinimidil (SC-PEG), podendo _ )
PEG _ . . NHS) ligando a residuos de
reagir com varios aminoacidos o
lisina
Isomeros
. 13* 6
posicionais

Ligacao proteica

Principal isdbmero posicional (PEG
12 kDa ligado a Histidina) tem
ligacdes carbonil uretano instaveis

hidroliticamente.

Estabilidade na ligacdo da
amida entre mPEG e lisinas

na cadeia proteica

MonoPEGuilagéo |95% 95%
Estocada como pé: deve ser|Estocada como solucéo,
Estabilidade reconstituido imediatamente antes |estavel por no minimo 2
da injecao anos
Meia-vida
L 040h 80 h
eliminacao

Fonte: Tabela adaptada de FOSTER, 2004; *Cerca de 47% do total das espécies

correspondem a peguilacdo na Ha,
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Figura 4: Quimica de conjugacdo INF-02y, (a) Estrutura do PEG, (b) Estrutura do mPEG, (c) Succinil
mPEG.

A segunda carboxila do succinato estéd ativada pela ligagdo a NHS (d)
Acoplamento das histidinas do INF com succinil mPEG. (e) (1)PEG ramificado. Duas
unidades de mPEG ligadas a um espacador central de N hidroxi succinil Lisina. Essa

molécula é acoplada diretamente as lisinas do INF-ap.

1.6 Controle de qualidade das proteinas INF- a;

O controle de qualidade dos INFs pode ser feito utilizando dois grupos de
ensaios. O primeiro grupo que abrange ensaios comuns a formas farmacéuticas
liquidas para uso interno (injetavel), sado os testes de volume médio, pH, inocuidade,
esterilidade e endotoxina. Quando o produto final é apresentado como liofilizado,
deve ser avaliada a umidade residual, importante para a estabilidade do produto
(WHO, 1988).



19

O segundo grupo de ensaios diz respeito as particularidades do INF-a
guanto a natureza protéica do biofarmaco.

O efeito farmacoldgico das proteinas esta relacionado a complexa estrutura
molecular apresentada por estas moléculas. A desnaturacdo da estrutura
tridimensional, por exemplo, pode levar a uma reducdo da afinidade aos receptores,
diminuindo ou mesmo eliminando o efeito farmacoldgico. E necessaria a realizac&o
de um ensaio biolégico da poténcia do biofarmaco (SCHELLEKENS, 2002).

Além disso, varios testes fisico-quimicos devem ser realizados para avaliar a
pureza do INF-ay, € a integridade de sua estrutura molecular. Diferentes ensaios
podem ser utilizados para essa finalidade. Ainda ndo ha um consenso sobre quais
0s ensaios devam ser aplicados em cada uma das etapas do processo produtivo.

Métodos de separacdo, como cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
SDS-PAGE e eletroforese capilar, podem ser aplicados para avaliar a presenca de
outras proteinas, assim como de produtos de degradacdo do INF-a,, como
sulfoxidos de metionina (CHIRINO & MIRE-SLUIS, 2004).

Métodos espectroscopicos podem ser usados para avaliar o teor de proteina
na preparacdo. Informacdo sobre a estrutura molecular também é fornecida por
esses metodos, como a identidade por espectrometria de massa e a estabilidade da
estrutura tridimensional por dicroismo circular e fluorescéncia (QUALITY, 2010).

O efeito farmacolégico de biofarmacos depende da integridade de sua
estrutura molecular. A degradacao fisica, como perda da estrutura secundéria e
terciaria, compromete a capacidade de ligacdo do INF-a, ao receptor,
comprometendo o seu efeito (GILG et al., 1996; HERMELING et al., 2004,
KALTASHOQV et al., 2010).

O dicroismo circular € uma técnica de espectroscopia o6tica que se baseia na
interacdo da luz ultravioleta plano polarizada com moléculas quirais em solugédo. A
luz sofre um desvio caracteristico, positivo ou negativo, dependendo da quiralidade
da molécula.

No caso especifico da andlise de proteinas, os espectros de dicroismo
circular fornecem informacdes sobre a estrutura secundaria. Cada tipo de estrutura
secundaria (alfa hélice, estrutura beta) gera um perfil de espectro caracteristico, que

€ associado a um dos elementos de estrutura secundaria presente. A derivacédo dos
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espectros fornece também informacgdes quantitativas desses elementos (KELLY et
al.,2005).

O INF-az, apresenta estruturas secundarias predominantemente do tipo alfa
hélice, como pode ser observado na Figura 5. Essas estruturas geram um espectro

caracteristico de dicroismo circular (KIM et al., 2006).

Figura 5: Vista da estrutura secundaria do INF-0,.

As alfa hélices sdo apresentadas em cores diferentes, azul escuro (Gio-Mz1),
azul claro (Tsz-Les), verde claro (K;o-A74), verde (E7s-lipo), amarelo (Mi11-Kiss),
vermelho (P137-Eis9). Figura gerada no Swiss PDB viewer 4.0.1, utilizando o modelo
com codigo de acesso PDB 2HYM.

A fluorescéncia é uma técnica que mede basicamente a magnitude e
comprimento de onda de luz emitido devido a transicoes eletronicas do estado
excitado S1 para o estado fundamental So de uma molécula. Proteinas emitem
fluorescéncia na faixa de 300-400nm devido a presenca de aminoacidos aromaticos
triptofano e tirosina. As mudancas no espectro de fluorescéncia de proteinas indicam
modificacdes no ambiente no qual se encontram as cadeias laterais desses

aminoacidos (FROKJAER & HOVGAARD, 2000). Utilizando-se o comprimento de
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onda de excitagdo (Aex) 280 nm, podem-se observar as emissdes referentes aos
residuos de tirosina e triptofano. Em 295 nm excita-se seletivamente os residuos de
triptofano, sendo que a fluorescéncia resultante deve-se ao ambiente onde se
encontram as cadeias laterais desses aminoacidos.

A espectroscopia de fluorescéncia é utilizada para avaliar a estrutura terciaria
do INF-ay, presente nas formulagbes. Esse biofarmaco apresenta cinco tirosinas,
nas posicdes 85, 89, 122, 129 e 135, além de dois triptofanos, nas posicdes 76 e
140, conforme € mostrado na Figura 6.

Figura 6: Vista da estrutura do INF-05,.

A Figura acima mostra com destaque para os dois residuos de triptofano, nas
posicoes 76 e 140. Figura gerada no Swiss PDB viewer 4.0.1, utilizando o modelo
com codigo de acesso PDB 2HYM.

Na 4% edicdo da Farmacopéia Brasileira (FB) ndo ha monografia especifica
para INFs. A FB também n&o tem recomendag¢fes gerais para produtos produzidos
por DNA recombinante (FARMACOPEIA, 1988).

A United States Pharmacopoeia (USP) 33 recomenda uma série de requisitos
que devem ser avaliados e sugere métodos para essa avaliacdo. No quadro 1 sdo
enumerados 0s requisitos e as possiveis metodologias a serem utilizadas. Nao ha

nessa farmacopéia uma monografia especifica para INFs (THE UNITED, 2010).
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Quadro 1: Parametros e métodos recomendados pela USP-33 para a avaliacdo de
biomedicamentos (THE UNITED, 2010).

Critério a ser | Metodologia Técnica sugerida
avaliado
Pureza Cromatografia CLAE-FR, CLAE- Tl e CLAE-FG
Eletroforese SDS PAGE e IEF
Teor do | Espectrofotometria no | Reacao especifica para
Biomedicamento UV/Vis proteinas.
Dosagem de proteinas Kjedahl
Sequenciamento Edman ou espectrometria de
massa
Estrutura primaria | Composicao de | CLAE com derivatizagao.
aminoacidos
Mapa peptidico CLAE

Vale notar que ha indicagfes especificas sobre 0s ensaios apliciveis a etapas
intermediarias e ao produto final, ficando a critério do fabricante fazer avaliacbes
durante ou no término do processo.

Como a USP-33, a Farmacopéia Européia (FE) 6. ed. (EUROPEAN, 2008),
também prescreve requisitos gerais para produtos de biotecnologia DNA
recombinantes. A FE 6. ed. determina que o produto deve ser caracterizado quanto
a sua identidade, pureza, poténcia e estabilidade, utilizando métodos quimicos,
fisicos, imunoquimicos e biol6gicos. Nenhum ensaio especifico é apontado. Algumas
metodologias sao sugeridas para determinar a consisténcia de producgéo. Essas
metodologias envolvem caracterizar a composicdo de aminoacidos, o
sequenciamento N terminal, o0 mapa de peptideos por CLAE-FR, o teor de proteina
total e de proteinas contaminantes do sistema de expressao.

No final das recomendacOes gerais, a FE 6. ed. determina que nas
monografias especificas sejam listados os ensaios aplicaveis a cada produto. A FE

6. ed. tem uma monografia especifica para avaliar a matéria prima do. INF-a antes



23

do biomedicamento ser formulado. Essa monografia recomenda o0s seguintes

ensaios:

» Mapa de peptideos CLAE-FR: método de identificagdo da proteina por
comparacao entre cromatogramas de INF-a padrdo e da amostra Ambos,
padrdo e amostra, submetidos previamente as hidrolises com tripsina;

» Focalizacao isoelétrica: identifica degradacdes que alteram o ponto isoelétrico
(pl) da proteina INF-q;

» Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato sédio (SDS-PAGE):
Conformidade com a massa molecular esperada em relacdo ao padrao e
homogeneidade da proteina;

» Teor de proteinas;

» Proteinas relacionadas: sdo produtos de degradacao do INF. Estas impurezas
estao intrinsicamente relacionadas ao principio ativo proteico. Sdo agregados,
formas oxidadas e produtos de hidrélise. Seu limite é de 3 %;

» Poténcia: é determinada pela medida de seu efeito de protecdo celular contra
o efeito citopatico viral em células MDBK induzido pelo virus da estomatite
vesicular. A poténcia é comparada a uma preparacao de padrao internacional,
cujo resultado relaciona o produto a especificacdo, expresso em termos de

unidades internacionais por miligrama de proteina.

As metodologias relacionadas fornecem informagfes quanto a pureza,
identidade e poténcia do INF-a e estdo classicamente colocadas como parametros
de avaliacao de alteracdes que podem implicar na auséncia de eficacia, e/ou ainda
na imunogenicidade do produto.

O mapa de peptideos por CLAE-FR é uma técnica de identidade que
demanda essencialmente uma comparacao entre hidrolisados de um padréao do INF-
a e da amostra. Trata-se também de uma técnica demorada, pois ha a necessidade
do uso de gradiente, o0 que leva a analises de até duas horas de duracéo para cada
amostra.

Nos Ultimos anos a espectroscopia de massa aplicada a andlise de

biomoléculas avancou rapidamente. Dentre as varias metodologias desenvolvidas
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destaca-se Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight (MALDI-
TOF). Como sera discutido a seguir, essa técnica é rapida, de alta precisédo e pode
ser aplicada para avaliar a pureza, identidade e produtos de degradacdo de

proteinas.
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1.7 Espectrometria de massa MALDI-TOF

A espectrometria de massa (EM) é técnica fundamental nos laboratérios de
analise quimica. Pode ser empregada em analises qualitativas, e em alguns casos
quantitativas, de ampla gama de compostos. E sensivel e passivel de ser acoplada a
outras técnicas como, por exemplo, a cromatografia (ANAS EL-ANEED et al., 2009).

As trés principais etapas na analise por EM séo a producéo, a transmissao e
a deteccdo de ions. A informacdo fornecida é a razdo massa/carga (m/z) de
moléculas intactas, de fragmentos de moléculas e de aglomerados i6nicos. A EM
molecular classica requer que a amostra de interesse seja previamente volatilizada e
entdo ionizada ja na fase gasosa por algum agente ionizante, em geral por feixes de
elétrons. Da fonte de ionizagdo, isto €, a regido onde os ions sdo gerados, 0s ions
sdo guiados via uma série de lentes elétricas e/ou magnéticas para o detector. Para
facilitar a transmissdo dos ions para o detector, € necessario controlar a influéncia
da pressédo e da temperatura na mobilidade dos ions (energia cinética). Por essa
razdo, os espectrdmetros de massa funcionam em vacuo, com pressao na faixa de
10° a 10® Torr. Uma das funcBes das pressdes baixas é minimizar colisées dos ions
do analito com as moléculas do gas residual presentes no interior do espectrémetro.
As pressdes baixas também garantem o bom desempenho dos espectrometros, 0s
detectores e as altas tensdes aplicadas exigem pressdes baixas para melhor
rendimento de detecgcdo e para evitar descargas elétricas, respectivamente. Um
diagrama basico de um espectrdmetro de massa é dado na Figura 7. Os modelos
comerciais de espectrometros de massa sdo muito variados, existem diversas
configuracdes possiveis dos trés componentes basicos, em funcdo do tipo de cada
componente, da finalidade de utilizagdo dos espectrometros e de diversos outros
aspectos tecnicos, como poder de resolucdo por exemplo (GLISH & VACHET,
2003).

A grande limitacdo da EM classica € a dificuldade de volatilizar moléculas
polares ou as termicamente labeis sem provocar decomposicéo térmica. As técnicas
de ionizacao branda (soft ionization) contornam esse problema (MANN et al., 2001,
LIN et al., 2003).
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Figura 7: Componentes basicos de um espectrometro de massa tipo MALDI-TOF.

O resultado da analise, na forma de espectro de massa ou tabela, fornece as
relacfes de m/z versus abundéancias dos ions.

A espectrometria de massa MALDI-TOF foi introduzida independentemente
em 1988 por Karas & Hillenkamp (1988) e Tanaka (1988), como um método de
transferir moléculas termo labeis grandes, intactas e ionizadas, para a fase gasosa.

MALDI-TOF é uma técnica de ionizacdo branda e baseia-se na dessorcao
ibnica induzida por laser e assistida por uma matriz constituida de moléculas
pequenas, em geral um acido organico fraco. As matrizes mais comuns sao
derivadas do é&cido benzéico ou do &cido cindmico. Resumidamente, a técnica
consiste em misturar o analito de interesse com um grande excesso molar do
composto da matriz. Uma solucdo dessa mistura € depositada sobre a superficie
metélica do porta-amostra e deixada secar nas condi¢cdes ambientais antes de ser
inserida no espectrémetro de massa para analise da dessor¢do por laser. Essa
técnica de preparacdo de amostra permite determinar rapida e precisamente a

massa molecular de peptideos, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos, polimeros
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sintéticos ou outros produtos naturais com valores até centenas de kDa
(HILLENKAMP, et al., 1991).

Em 1993, Henzel e colaboradores relataram o primeiro trabalho de
identificacdo de proteinas, em que os peptideos foram gerados a partir de digestao
triptica e suas massas analisadas por espectrometria de massa MALDI-TOF. Neste
mesmo ano, algoritmos foram publicados e permitiram a correlacdo de dados obtidos
na EM com sequéncias depositadas em banco de dados (LIN et al., 2003).

Para dessorver moléculas ndo volateis e termolabeis intactas, é necessario
fornecer energia ao sistema de maneira tal que previna a decomposi¢ao térmica das
moléculas do analito. Para isso, os lasers pulsados séo ideais devido aos seus
pulsos curtos de luz de alta intensidade. A espectrometria de massa por dessor¢cao a
laser (Laser Desorption, LD), precursora da técnica MALDI, irradia diretamente as
moléculas com lasers para ioniza-las e transferi-las para a fase gasosa. No entanto,
esse procedimento é limitado a materiais de massa molecular pequena, porque a
energia molecular, ou seja, a técnica ndo é considerada de ionizacdo branda. A
incorporagao de matriz superou esse problema. O mecanismo de como a matriz atua
€ complexo e ainda ndo completamente compreendido, supde-se que a matriz
exerca algumas funcbes como: i) a matriz absorve fortemente a luz laser em um
comprimento de onda no qual o analito absorve apenas fracamente; ii) a relaxacéo
térmica das moléculas excitadas da matriz leva a evaporagdo da matriz e, a0 mesmo
tempo, arrasta as moléculas do analito para a fase gasosa sem excitacdo e sem
fragmentacao; iii) a matriz reduz os contatos entre as moléculas do analito por meio
das interacdes analito-matriz reduzindo desse modo a energia de dessorcao; iv) a
matriz age como agente protonante (na deteccdo de ions positivos) ou
desprotonante (na deteccdo de ions negativos) tanto na fase solugdo/solido ou na
fase gasosa e é portanto essencial no processo de formacao de ions. Todos esses
efeitos sdo necessarios e se combinam para fornecer alto rendimento iénico do
analito intacto e, consequentemente, aumentam a sensibilidade. A sensibilidade € da
ordem de sub-picomol (BAKHTIAR & NELSON, 2000).

Em experimentos MALDI séo utilizados mais comumente lasers UV de N, de

A = 337 nm com comprimento de pulsos de aproximadamente 3 nanossegundos. A
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excitacdo ocorre sobre uma area de 10* pm? da amostra, com irradiacdes laser
tipicamente na faixa de 10° a 10” W/cm? (BRUKER, 1995).

1.8 Principio basico dos analisadores de massa por tempo de v6o — TOF

Os lasers pulsados utilizados em MALDI sdo ideais para serem associados
aos analisadores por tempo de vdo, porque definem precisamente o instante de
geracdo dos ions. As caracteristicas tipicas dos espectrdmetros de massa por tempo
de v0o séo: i) pode-se obter um espectro de massa em ampla faixa de massa em
microssegundos; ii) em principio, ndo ha limite superior de massa para esse
analisador; iii) pode-se alcancar grande sensibilidade devido a grande transmisséo
de ions; iv) a operacao é simples e direta.

Em geral, os espectrometros de massa TOF possuem dois modos de
operacédo, modo linear e modo refletido.

O principio do modo de operacao linear é esquematizado na Figura 8.

Laser
Amostra
M+ m* \
I
O O |
I
I
Regido de vdo livre
Fonte de g Detector
lons e
Regiéo de
aceleragdo —
U
d L

Figura 8: Esquema de operacéo do TOF linear.
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Essa é a configuragdo mais simples. No campo eletrostatico criado na regido
d, distancia entre a amostra no potencial U e a grade aceleradora aterrada, os ions
qgue foram gerados pela incidéncia do feixe laser sobre a amostra sao acelerados até
atingirem uma energia cinética E. Supondo gue todos os ions adquiram essa energia
cinética (qU), eles entram na regido mais longa L livre de campo elétrico e batem no
detector posicionado no extremo oposto. A razdo massa/carga dos ions pode entdo
ser determinada a partir das medidas do tempo de voo dos ions entre a amostra e o

detector.

1 5
E=—mv°=qU
5 q

logo,

2qU

e como velocidade € espaco sobre tempo, deduz-se facilmente que o tempo de voo,

T=t,+t_,éigual a:

T=(d+L) -2
2qU

Onde m e g sdo a massa e a carga do ion, U é a tensdo de aceleracdo, d e L
sdo os comprimentos das regides de aceleracdo e de vbo livre e ty e t. séo,
respectivamente, os tempos de voo dos ions nas duas regides. Essa é a equacao
mais simples do tempo de véo, ela traduz a relacdo fundamental entre a razéo
massa-carga e o tempo de véo de um ion, ou seja, o tempo de v6o de um ion é
proporcional a raiz quadrada da sua razdo massa carga. Considerando que a carga
do ion é definida como g = ze, onde z € o numero de cargas elementares e, a
simples substituicdo de g por ze na ultima equacédo revela a notacdo m/z utilizada
nos espectros de massa (COTTER, 1997).
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O tempo de vbo medido experimentalmente é sempre ligeiramente diferente
do tempo de voo real devido a atrasos internos dos sistemas de aquisicdo de dados
eletrbnicos. No entanto, se os tempos de voo e as massas de dois ions forem
conhecidos eles podem ser utilizados para obter uma funcéo de calibragdo com duas
constantes de calibragdo, que pode ser expressa como uma funcéo linear (VESTAL,
2009).

A limitacdo pratica de um espectrometro de massa TOF linear é a pequena
resolucdo em massa alcancavel devido a distribuicdo de energia do pacote de ions
gerado pelo feixe do laser. Para melhorar o desempenho, é adicionado um espelho
eletrostatico (ou Reflectron) aos espectrébmetros de massa TOF. O Reflectron faz
uso de um campo eletrostatico para refletir ions através de um pequeno angulo na
direcdo de um segundo detector (stop refletido) como mostrado na Figura 9
(HILLENKAMP et al., 1991).

Sistema laser

|

Placas defletoras

Fonteds ions /

A/ Hmm 7/ |l ‘ | ‘ ‘ | | l StOp
L1 >d = p Linear
. — i

Stop refletido " || ‘ | ‘ | | | I

f
1

Aquisigéo de
dados

Figura 9: Diagrama do espectrémetro de massa Biflex Il Bruker

fons de mesma razdo m/z, porém com energias cinéticas diferentes, penetram
mais ou menos profundamente no refletor. Os ions com energias cinéticas maiores
penetram mais profundamente, atrasando o seu tempo de chegada ao detector de
ions refletidos em relacdo aos ions com energias cinéticas menor que sao mais

lentos e penetram menos profundamente. Esse efeito resulta no aumento da
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resolucao dos espectros TOF refletidos comparados com os espectros TOF lineares
e aumenta a precisao das massas medidas.

O funcionamento do analisador por tempo de vbo e as deducdes das
equacOes de tempo de vbo séo descritos em detalhes no trabalho de tese de
doutorado de Ponciano (1996).

O modo de operacéao refletido é indicado para analisar massas menores do
que 5 KDa. Nos dois modos de operacao, linear e refletido, € possivel obter também
espectros de ions positivos ou de ions negativos, basta trocar a polaridade da
tensdo de extracdo U aplicada a amostra. A intensidade do feixe do laser é fixa,
porém pode-se controlar com um atenuador a fluéncia ideal que incide sobre a
amostra, de modo a obter bons espectros.

Os espectrometros de massa MALDI-TOF comerciais tornaram-se ferramenta
importante nos laboratério de bioguimica, sendo preponderantemente utilizados para
analisar peptideos e proteinas (TSARBOPOULOS et al.,, 1994). Na pratica, para
esse uso, o espectrometro é calibrado com espectros de tempo de voo obtidos com
uma mistura de peptideos padrdes. Pelo menos dois valores de massas conhecidas
sao atribuidos aos picos correspondentes a elas no espectro dos peptideos padrdes
e o0 programa do espectrometro calcula das constantes de calibracdo. Essa
calibracéo é entdo aplicada aos espectros de amostras desconhecidas, obtidos nas
mesmas condi¢des do padréo.

Os ions detectados em MALDI sdo predominantemente monocarregado;
embora o mecanismo da formacdo de ions permaneca incerto, supbe-se que a
ionizacao seja de natureza essencialmente quimica, como a transferéncia de proton
ou reacdo de cationizagcdo. A carga depende criticamente da combinagcdo matriz-
analito, porém ndo do numero de grupos acidos ou basicos da macromolécula. Isso
sugere que uma interacdo mais complexa da matriz e com o analito seja responsavel
pela ionizacdo, ao invés de uma simples reacdo quimica acido-base. A ionizacéo de
moléculas organicas pequenas, incluindo moléculas de matriz, também podem ser
devida a formacé&o de ions moleculares radicais (KARAS & KRUGER, 2003).

Especificamente para peptideos e proteinas, os ions observados nos
espectros MALDI sdo do tipo [M + H]" . Deve-se notar que pelo fato das

macromoléculas terem numeros grandes de atomos de carbono, a contribuicdo do
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isétopo 13 de carbono passa a ser muito significativa; por isso, € fundamental
selecionar corretamente o0 pico correspondente a massa monoisotopica. A massa
molecular monoisotopica € calculada considerando apenas as massas atdbmicas dos
is6topos mais abundantes. Para os elementos mais freqlientes nos compostos
organicos, H, C, N, O, F, Si, P, S, Cl, Br e |, 0 is6topo mais leve é o mais abundante.
Portanto, em um pacote de picos correspondentes a um peptideo, o pico de menor
massa € 0 monoisotopico. Vale notar que esse pico ndo € necessariamente 0 mais
abundante, porque a medida que a massa molecular aumenta a contribuicdo do
isétopo 13 do carbono fica mais evidente (COTTER, 1997).
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O espectrémetro utilizado neste trabalho é o exibido na Figura 10.

Figura 10: Espectrometro de Massa Biflex Il Bruke.

O porta-amostra € introduzido automaticamente por um sistema de abertura e
fechamento de valvulas, que permite restaurar o0 vacuo rapidamente. A
movimentagdo da amostra dentro do espectrbmetro € realizada mediante
posicionadores x-y totalmente controlados pelo computador (Figura 11). O porta-
amostra consiste de uma peca de aco, cuja superficie plana € marcada com 26
posicoes para depositar as amostras. Utiliza-se normalmente de 0,3 a 0,5 pL da
solucéo analito-matriz.
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Plano X-Y com amostra como
alvo
Feixe laser

Eixo optico de ions

Camera

Figura 11: Esquema do movimento do porta-amostra.

O movimento é feito em um plano vertical de modo que a amostra a ser
analisada fique posicionada no eixo do analisador.

Uma cémera de video CCD no interior do espectrédmetro permite observar a
amostra com alta resolugdo (< 10 pum), cada posicdo de amostra de 2 mm de
diametro é ampliada na tela de um monitor de 15 polegadas de forma que a imagem
de aproximadamente metade da amostra ocupa toda a tela.

O espectrémetro de massa Biflex 11l possui um espelho eletrostatico de dois
estagios sem grades. Um refletor de dois estéagios fornece poder de resolu¢cdo maior
do que um de um Unico estagio. A melhor resolucdo € alcancada mediante o
desenho de um campo refletor duplo, onde os ions séo retardados no primeiro
estagio e sao refletidos no segundo estagio.

As tensbes do refletor sdo aplicadas com valores mais altos do que o
potencial acelerador, com a finalidade de refletir os ions. No modo de operacgéao por
reflexdo, todos os ions serdo detectados no detector de ions refletidos (stop
refletido) (BRUKER, 1995).

Portanto, os estudos bibliograficos mostram ser a espectrometria de massa
MALDI-TOF uma técnica analitica sensivel para a analise de interferon obtido por
DNA recombinante em formulacfes farmacéuticas, sendo proposta juntamente com
a digestdo enzimatica como abordagem dentro de um conjunto de metodologias.

Esse trabalho foi desenvolvido no sentido de buscar metodologias analiticas

mais modernas, para implementar o controle de qualidade e caracterizacao
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estrutural, de maneira que obtenhamos informacéo acerca da seguranca, qualidade

e eficacia do biofarmaco que déem suporte para as ac¢oes de Vigilancia Sanitaria.

2 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para
caracterizar a estrutura molecular do INF-a,, em formulagbes farmacéuticas por

espectrometria de massa do tipo MALDI-TOF.

2.1 Objetivos especificos

Desenvolver um método de cromatografia liquida para promover a separagao
entre o INF-ay, constituinte ativo e minoritario e o soro albumina humana (HSA)

também componente presente nas formulacdes;

Avaliar por métodos espectroscopicos se ha degradacdo da estrutura

tridimensional do INF-a,, presente em formulagoes;

Identificar o INF-agy, isolado por espectrometria de massa MALDI-TOF,
visando obter a sequéncia primaria que permita caracterizar a sua estrutura para
subsidiar o estabelecimento de um protocolo para a andlise de INF-a,, em produto

final.
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3 METODOLOGIA

3.1 Locais de realizacdo dos experimentos

A realizacdo da parte pratica da dissertacdo deu-se em trés laboratorios, a

seqguir:

I. Laboratério de Produtos Biologicos - Departamento de Quimica - Instituto
Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS-FIOCRUZ). Nesse
laboratorio foram realizadas as analises de eletroforese de proteinas,
cromatografia de proteinas e espectroscopia de ultravioleta e fluorescéncia;

Il. Os experimentos de dicroismo circular foram realizados no Laboratoério de
Esquistossomose Experimental, no Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz;

lll. As analises de espectrometria de massas foram feitas no Laboratorio de
Espectrometria de Massas do Departamento de Fisica da Pontificia

Universidade Catodlica do Rio de Janeiro.
3.2 Material
3.2.1 Amostras

Utilizaram-se amostras de INF-a2,, de um produtor nacional, adquiridas pela
Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos do Ministério da Saude,
para o Programa Nacional de Controle de Hepatites Virais. Foram analisados lotes
de formulac&o com poténcia de 10 x 10° Ul/mL/frasco foram analisadas.
3.2.2 Reagentes

Os reagentes foram fornecidos pela Sigma, GE, Bio-rad e Merck, dentre

outros. Os reagentes especificos a determinadas técnicas serdo relacionados

conforme forem descritos os procedimentos.
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O padrdo de INF-ap, Lote n® 3 utilizado foi fornecido pela Farmacopéia

Européia.

3.3 Métodos

3.3.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de F iltragdo em Gel (CLAE-FG)

A caracterizagdo da proteina INF-a,, presente nas formula¢cdes demandou
separa-la da soro albumina humana (HSA) e dos demais componentes do produto. A
técnica inicialmente testada para a separacdo foi a CLAE-FG. Esse tipo de
cromatografia pareceu adequado, devido a diferenca de volume hidrodindmico entre
o INF e a HSA, que, em principio, possibilitaria a separacdo. Além disso, a analise
se da em condi¢cdes pouco desnaturantes, com baixa concentracdo de solvente
organico e pH proximo a neutralidade, o que minimiza a possibilidade de
degradacédo do biofarmaco durante o processo.

As colunas foram selecionadas pelo critério de faixa de fracionamento. Outro
critério determinante foi considerar as diferentes fases estacionarias. As colunas
TSK-GEL SWxI séo de silica inativada, enquanto a coluna Superdex 75 € de resina
polimérica. Na literatura ha relatos de diferencas de separacéo relacionadas as fases
componentes de cada coluna (WINZOR, 2003). Por essa razéao, testar diferentes
colunas é uma alternativa para aperfeicoar a separacao.

Foram testadas as colunas TSK-GEL SWxI 2000, TSK-GEL SWxI 3000,
Superdex® 75 HR 10/30, com as faixas de fracionamento para proteinas globulares
descritas por seus fabricantes listadas na Tabela 3. As trés colunas sao de 30 cm de
comprimento; as duas primeiras tém diametro () igual a 7,8 mm e foram utilizadas
com fluxo de 0,6 mL/min, a coluna Superdex tem (O) igual 10,0 mm e foi utilizada
com fluxo de 0,4 mL/min Além de variar as colunas, variou-se também os tampdes
utilizados como fase movel, visto que ganhos de resolucdo podem ser alcancados

com essa variacgao.
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Tabela 3: Colunas de CLAE-FG e tampdes testados para a separacdo INFo,, HSA.

Faixa (kDa)! | Tampao (mM) pH

TSK-GEL SWxI 2000 5-150 PB 50 7,4

PB 100 7,4

TSK-GEL SWxI 3000 10 -500 PB 50 7,4

PB 50 7,0

Superdex® 75 HR|3-70 PB 50 ; NaCl 150 7,0

10/30 PB 50 ; NaCl 150; 5% | 7,0
nProOH

1-Valores fornecidos pelos fabricantes das colunas

Em principio a separacédo das proteinas INF- a,, e HSA poderia ser alcancada
em todas essas colunas, sendo necessario testar diversas condi¢cdes para obter a
melhor resolucao entre INF- oy, € HSA. Para avaliar a capacidade de separacéo de
cada coluna, inicialmente elas foram calibradas com substancias de proteinas
padrées de massas moleculares conhecidas, para cada tampdo. As proteinas
substancias utilizadas como padrdes escolhidas para construir as curvas de
calibragdo foram: Tireoglobulina (660 kDa), Imunoglobulina (155 kDa), Albumina
Bovina (66 kDa), Ovalbumina (45 kDa), Insulina (5,8 kDa), Vitamina B;, (1,35 kDa).
O célculo dos parametros estatisticos foram obtidos utilizando o programa
Excel/anélise de dados.

Esse experimento foi realizado no cromatografo liquido de alta eficiéncia LC-
10 (Shimadzu), equipado com sistema controlador SCL-10A,,, bomba LC-10 AD,p,
valvula seletora de solvente Shimadzu FCV-10AL, autoinjetor SIL-10AD,,, resfriador
de amostra, com temperatura de 8°C, e detector UV/VIS SPD 10A. Foram testadas
diferentes colunas, com diferentes faixas de fracionamento por massa molecular,
mantidas em temperatura ambiente. Diferentes tampdes também foram avaliados,
para melhorar a resolugcéo entre o INF-a,, € a HSA. Monitorou-se a corrida em
comprimento de onda de 214 nm. O volume de inje¢ao foi calculado na faixa de 0,1
a 1 % do volume interno para cada coluna. Parametros cromatograficos como fator

de cauda e resolucéo, foram calculados usando o programa class VP (Shimadzu). A
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fracdo correspondente ao INF foi coletada manualmente e concentrada em Speed
Vac® (STULIK et al., 2003; THIEDE et al. 2005; JIN QIAN et al., 2008).

3.3.2 Determinacdo Quantitativa de Proteinas

A determinacdo quantitativa de proteinas foi usada para acompanhar o teor
nas fracoes coletadas dos métodos cromatograficos. Foi determinado pelo método
de Bradford (1976), utilizando o protocolo para determinacdo em microplacas
segundo a referéncia. O reagente de Bradford utilizado foi fornecido pela Sigma. Das
fracOes correspondentes ao INF, coletadas da CLAE-FG, foram tomadas 3 aliquotas
de 20 uL. Foi construida uma curva de calibracdo com 6 niveis de concentracdes de
soroalbumina bovina de 10 a 100,02 pg/mL, em triplicatas. Apos adicdo do reagente
e desenvolvimento da reacédo, as leituras das absorbancias em comprimento de

onda de 595 nm foram realizadas em leitor de micro-placas modelo 3550 (Bio-Rad).

3.3.3 Eletroforese de proteinas com dodecil sulfato de sbédio em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE)

O SDS-PAGE foi usado para avaliar a homogeneidade protéica das fracdes
coletadas dos procedimentos de CLAE. Aliquotas de 10 mL das fragBes coletadas
de CLAE-FG, adicionadas de 10 mL de solugcdo de [-mercaptoetanol, foram
aplicadas em gel concentrador de 5% e gel de acrilamida 15%, segundo Laemmli,
(1970) e colocadas no sistema de eletroforese Mini-Protean Ill (Bio-Rad), nas
condicBes de corrida previstas em protocolo do fabricante. A coloracéo pela prata foi
aplicada para evidenciar as bandas do INF (KAMP, CHOLL-PAPADOPOULOU &
WITTMANN-LIEBOLD, 1997). Os géis obtidos foram digitalizados no densitdmetro
GS-800 Bio- Rad, com o auxilio do programa Quantity One (Bio-rad). As massa
moleculares de cada banda foram estimados comparativamente a padrdes de baixa
massa moleculares.

Para obtencdo dos peptideos extraidos de gel, a ser utlizado na
espectrometria de massa, a coloracdo com prata compativel foi segundo o protocolo
de BLUM, BEIER, &GROSS (1987).
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3.3.4 Uso de Membrana de imunoafinidade para remo¢d o0 de HSA das amostras

Recentemente foram desenvolvidas membranas de imunoafinidade para a
remoc¢ado de HSA de amostras de plasma. O objetivo desse procedimento € diminuir
a quantidade de HSA para facilitar a detec¢do de proteinas plasmaticas minoritarias,
visando estudos da proteémica (GREENOUGH et al., 2004).

O fundamento dessa técnica é a imobilizacdo de fragmentos de anticorpos
anti-HSA em agarose entrecruzada. Esses anticorpos ndo tém reatividade com
outras proteinas humanas, ligando especificamente HSA. As amostras de plasma
sdo misturadas com essa resina, e posteriormente submetidas a filtracdo em
cartuchos acoplados a tubos de micro centrifuga. A fracdo eluida é depletada em
HSA, que concentra-se na fragao retida.

A imunoafinidade foi utilizada para reduzir a concentracdo da HSA nas
formulagcbes de INF-ay,. A utilizacdo do kit Vivapure® Anti HSA para deplecao de
Albumina Humana (Sartorius), seguiu o protocolo preconizado pelo fabricante. Esse
kit € constituido de membrana com anticorpos anti HSA imobilizados, sendo

necessarios uma centrifuga e agitador para micro-tubos (GREENOUGH et al., 2004).

3.3.5 Espectroscopia de Dicroismo Circular

A metodologia de espectroscopia de dicroismo circular foi utilizada para
avaliar a estrutura secundaria do INF-a, coletado do esquema de purificacdo
imunoafinidade/gel filtragdo foram entdo analisadas por dicroismo circular (KELLY et
al., 2005). As fracdes coletadas de CLAE-FG, concentradas em Speed-Vac®, foram
submetidas ao procedimento de dialise, utilizando membrana de cut off 10 kDa,
contra tampao fosfato 10 mM, pH 7.4 (KIM et al., 2007). Um padrédo de INF-a,, da
Farmacopéia Européia foi diluido com o tampédo PB 10 mM, pH 7,4, de maneira a
obter concentracdo semelhante a da fracdo coletada. Os espectros foram obtidos no

espectrometro JASCO em células de quartzo.
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3.3.6 Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para avaliar a estrutura
terciaria das fragBes coletadas de CLAE-FG. Estas fragBes coletadas, foram
concentradas em Speed-Vac®, submetidas ao procedimento de didlise, utilizando
membrana de cut off 10 kDa, contra tampéo fosfato 10 mM, pH 7.4. Os espectros
foram obtidos no espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301 PC, em células de quartzo
de 1,0 cm de caminho 6tico, utilizando comprimentos de onda para excitagdo de 280
nm e 295 nm, com tamanho da fenda de 5,0 nm. A emisséao foi lida de 200 nm até
400 nm. A leitura do tampéao fosfato foi subtraida como branco (SHARMA &
KALONIA, 2003).

3.3.7 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia de F  ase Reversa (CLAE-FR)

Esse tipo de cromatografia tem como caracteristica alta resolucéo
possibilitada pela fase estacionaria constituida de pequenas particulas da ordem de
5 um de maneira que a cinética de troca entre as fases movel e estacionaria seja
muito rapida. A eluicdo da amostra se da através de aplicacdo de gradiente com
concentracdo crescente de solvente organico (acetonitrila) adicionada de TFA 0,1%
a uma solucdo aquosa com TFA 0,1% A separacdo das proteinas ocorre devido
suas hidrofobicidades. Esta modalidade de cromatografia € desnaturante, com pH
acido e alta concentracdo de solvente organico, o que desnatura o biofarmaco
durante a analise.

A CLAE-FG foi utilizada para separar o INF-a,, da HSA e dos demais
componentes da formulacdo. O experimento foi realizado no cromatografo liquido de
alta eficiencia LC-10 (Shimadzu), equipado com sistema controlador SCL-10A,y,
bomba LC-10 AD,,, valvula seletora de solvente Shimadzu FCV-10AL, autoinjetor
SIL-10AD,y, resfriador de amostra, coletor de fracdes FRC-10A, e detector UV/VIS
SPD 10A. A coluna utilizada foi ACE 3 C18-300 (250 mm x 4,6 mm), mantidos em
temperatura ambiente. A fase movel A consistiu de &cido trifluoroacético 0,1 % (TFA
0.1 %) em &agua, fase movel B de acetonitrila: TFA 0,1%, com gradiente descrito na
FE (INTERFERON, 2008). Fluxo de 1,0 mL/min, comprimento de onda de deteccao
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214 nm. Os dados foram processados utilizando Class —VP 6.13 SP2. O volume de

injecao foi de 100 pL.

3.3.8 Digestao Enzimética

A identificacdo ou confirmacdo de proteinas por espectrometria de massa
MALDI-TOF é feita em geral apos submeter a proteina de interesse a uma hidrélise
enzimatica. A razdo principal deste procedimento é obter espectros de massas
menores do que 5kDa; nesta faixa de massas é possivel utilizar o espectrémetro de
massa no modo de operacado para ions refletidos e, portanto, determinar as massas
observadas com maior precisao.

A solugéo de tripsina (Promega V5228A) foi preparada dissolvendo 100ug em
100uL de &cido acético 50 mM (solugcédo estoque 1,0ug/ul). 14uL dessa solucao
estoque foram diluidos em 1 mL de bicarbonato de aménio (NH4sHCO3) 50mM, para
o preparo de uma solucao de trabalho de tripsina. As fracdes coletadas da CLAE-
FR, foram liofilizadas, apés foram adicionados 100 pL de tamp&o NH4HCO3 pH 8,4,
homogeneizados em vortex, acrescidos de 10 pL da solugéo de trabalho de tripsina.
Apols, permaneceram em Thermomixer®, com agitacdo e temperatura de 37T por
18h e entdo foram adicionados aos tubos 10uL da solugé&o de trabalho de tripsina,
com periodo de 4 horas em Thermomixer®, com agitacdo e temperatura de 37<C.

Foi preparado um padréo de INF-a,; na concentracao de 7 pg/mL em tampao
NH;HCO3; pH 8,4. Esta concentragdo € a esperada para a amostra, assim como um
branco, tamp&do e demais reagentes. A seguir amostra, padrdo e branco foram
submetidos ao procedimento de digestdo (TSARBOPOULOS et al., 1994;
SIMPSON, 2003).

Para a excisdo dos peptideos do gel para submissao posterior a digestao,
utilizamos o protocolo segundo Shevchenko et al., (1996).

Os tubos com os peptideos foram guardados a -20C p ara posterior analise

por espectrometria de massa.
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3.3.9 Espectrometria de massa

Para a identificacdo das amostras coletadas na CLAE-FR, foi utilizada a
técnica Peptide Mass Fingerprint (PMF), com a espectrometria de massa Matrix
Assisted Laser Desorption lonization (MALDI-TOF).

A matriz utilizada no preparo das amostras foi acido a-ciano-p-hidroxicinamico
(ACHC). Foi preparada uma solucdo saturada dessa matriz em agua, ACN (1:2) e
TFA (0,2%). Essa solugdo foi misturada com solucdo dos peptideos em partes
iguais, de modo a ter a relacdo de 1000 a 10000 vezes mais moléculas de matriz
que moléculas de peptideo. A aliquota de 5 uL da amostra previamente submetida a
digestao, adicionou-se 5 puL da matriz. Aplicou-se 0,5 pL dessa mistura em um porta
amostras, que ap0s a secagem cristalizou.

Para a aquisicdo dos espectros o espectrometro foi operado no modo
refletido, com deteccdo para ions positivos. A calibracdo do equipamento foi feita
com kit de peptideos padrbes da Brucker Daltonics. Os espectros foram

processados no programa XACQ 4.0 (Brucker Daltonics).
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4.1 Separacao do INF dos demais componentes da form

4.1.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia Filt

racdo em Gel-(CLAE-FG)
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Para este estudo foram feitas seis tentativas de separacdo das proteinas,

numeradas de i a vi na ordem em que foram realizadas. Os resultados estéao

exibidos nas Figuras de 12 a 17; as condi¢cdes de cada experimento e os tempos de

retencdo esperados e observados estéo reunidos na Tabela 4.

O trabalho de separacdo das proteinas nas formulagdes foi realizado

considerando as massas moleculares de 19 kDa para INF- oz, e de 66 kDa HSA

como base para calcular os tempos de retencdo (tr) de ambas nas diferentes

condigdes utilizadas.

Tabela 4: Condicbes experimentais e 0s tempos de retencdo esperados e

observados nas seis tentativas de separacdo por CLAE-FG de INF e HSA na

formulacao.
Coluna Fase movel Tempos de retencao tg (min) Figura

Tampao (mM) Esperados Observados

pH | HSA /INF HSA / INF

TSK-Gel SWxI | PB 50 74 (11,7/13,4 10,5/13,1 10
2000 PB 100 7,4 |11,7/13,4 11,6/14,5 11
TSK-Gel SWxl | PB 50 7,4 |13,1/14.8 13,7/16,3 12
3000

PB 50 7,0 | 22,5/25,6 22,11/28,2 13
Superdex 75 PB 50 + NaCl 7,0 |22,7/27,1 22,2/28,4 14

PB 50 + NaCl + 5% |7,0|23,1/27,2 22,6 /28,5 15

nPrOH

)

Na Figura 12(a) é mostrada a curva de calibracdo da coluna TSK-GEL

SWxI 2000. A correlacdo entre o tempo de retencéo (tgr) e o inverso log
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da massa molecular (r’= 0,997) é considerada satisfatéria. No
cromatograma da formulacao de INF, Figura 12(b), observa-se um pico
principal (87,6 %), com 10,5 min, atribuido a HSA. A simetria desse
pico € baixa (0,92), existem ombros com t, de 8,98 e 9,56 min, que
podem representar agregados de alta massa molecular. Observa-se
um pico menor (9,8 %) em 13,1 min, atribuido a INF. A resolucdo entre
esse pico e o primeiro € de 1,58, ndo ha uma separacao de linha de

base entre os dois.

Essas condi¢cdes ndo se mostraram adequadas para obter a separacédo INF-
02, da HSA.

Curva de Calibragéo ‘ 10,492

0,35

0,3 7

0,25

1/log PM
Intensidade (Volts)

0,2 7
13,083

0,15 t t
7 12 17 22 # T 2
Tempo de retencdo (min)

00 8 50 76 10,0 125 150 12, 00 5 50 BN w00 Er w0

5
Minutos

(a) (b)

Figura 12: (a) Curva de calibracdo de massa molecular para a coluna TSK-GEL SWxI 2000 (b)
Cromatograma da formulacdo de INF- a5, obtido na coluna TSK-GEL SWxI 2000, (30 cm C x 7,8 mm
), fase mével: tampéo PB, 50 mM, pH 7,4; fluxo: 0,6 mL/min, A 214 nm.

i) Para tentar melhorar a resolugdo, aumentou-se a forca i6nica do
tampao fosfato para 100mM, a fim de reduzir interacdes eletrostéticas

entre as proteinas e a fase estacionaria (ARAKAWA, 2010).

Na Figura 13 (a) € mostrada a curva de calibragcdo com o tampéao fosfato para

100mM, a correlacéo (r*= 0,997) é similar a da curva anterior. O cromatograma é
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mostrado na Figura 13 (b). Observa-se um pico principal (96 %), com tg = 11,6 min,
atribuido @ HSA. A simetria desse pico é baixa (0,77), embora a separacdo dos
ombros de menor tg (9,3 e 10,3 min), tenha melhorado em relacdo ao primeiro
experimento. Observa-se um pico menor (3,4 %) com tr de 14,5 min, semelhante ao
tr do padrédo de INF-0z, (14,7 min) injetado nas mesmas condi¢des. A resolugéo
entre esse pico e o0 primeiro aumentou um pouco (2,06), mas esse pico continuou a
aparecer na cauda de HSA, nao sendo atingida uma resolucédo ideal entre as duas

proteinas.
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Figura 13: (a) Curva de calibragcdo de massa molecular para a coluna TSK-GEL SWxI 2000 (b)
Cromatograma da formulacéo de INF- a,, obtido na coluna TSK-GEL SWxI 2000, (30 cm C x 7,8 mm
), fase mével: tampédo PB, 100 mM, pH 7,4; fluxo: 0,6 mL/min, A 214 nm.

iii) Para tentar melhorar a resolucédo optou-se por testar uma coluna com
faixa de fracionamento maior, a TSK-GEL SWxI 3000. Essa coluna ja
havia sido anteriormente usada na analise de formulacdes de INF-ayp
gue contem HSA (DIRESS, 2010). A curva de calibragdo da coluna
TSK-GEL SWxI 3000 é mostrada na Figura 14 (a), a correlacdo obtida
para essa coluna foi estatisticamente significativa, (r*= 0,912), porém
com r?> menor do que a coluna TSK-GEL SWxI 2000. O cromatograma
da formulacéo de INF- ay, € mostrado na Figura 14 (b). Observa-se um
pico principal (79 %), com tg de 13,7 min, atribuido a HSA. Observa-se

também ombros com tg de 9,45 e 12,10 min Esses ombros com tg
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menor que o pico principal representam agregados de massa
molecular alta. Observa-se um pico menor (2,8 %) com tg de 16,3 min
Esse valor € maior que o esperado para o INF- ay,, porém a adi¢do do
padrdo da FE levou a um aumento de sua intensidade. Dessa maneira,
atribuiu-se esse pico alNF- ag, A resolucdo entre as duas proteinas
permaneceu baixa, levando a necessidade de melhora do método de

separacao.
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Figura 14: (a) Curva de calibracdo de peso molecular para a coluna TSK-GEL SWxl 3000 (b)

Cromatograma da formulacdo de INF- a,, obtido na coluna TSK-GEL SWxI 3000, (30 cm C x 7,8 mm

), fase mével: tampéo PB, 50 mM, pH 7,4; fluxo: 0,6 mL/min, A 214 nm.

iv)

Optou-se por experimentar a coluna Superdex 75, por ela ter como
caracteristica a sua fase estacionaria denominada sefarose, constituida
de cadeias cruzadas dos polimeros naturais dextran e agarose. Esse
tipo de fase estacionaria tem um comportamento distinto das fases
estacionarias baseadas em silica, como a utilizada na TSK GEL SWxI
(ARAKAWA, 2010). H&4 menos tendéncia a interacdes polares, e
principalmente ibnicas. Isso pode aumentar a seletividade, favorecendo
a resolucdo entre as proteinas, melhorando a eficiéncia da separagéo
(ARAKAWA, 2010).

A primeira analise com essa coluna foi feita com PB 50 mM, fase moével com

pequena forca idnica. Devido ao limite de pressao da coluna, foi necessario trabalhar

com fluxo de 0,4 mL/min, menor do que o utilizado para a coluna TSK-GEL.
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A curva de calibracdo da coluna é mostrada na Figura 15 (a), obtendo-se um
coeficiente de correlacdo de 0,979. O cromatograma da formulacdo € mostrado na
Figura 15 (b). A existéncia de ombros com tg de 15,4 e 16,3 min demonstra a
presenca de agregados de massa molecular alta. O pico principal, largo e pouco
simétrico, foi observado em 22,1 min. O segundo pico foi observado em 28,2 min foi
atribuido a INF- ayp,, apesar de mais alto do que o esperado. A separacao entre esse
pico e o principal foi a melhor alcancada até entdo, mas ainda poderia ser
incrementada.
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Figura 15: (a) Curva de calibracdo de peso molecular para a coluna Superdex® 75 b) Cromatograma
da formulacéo de INF- a,, obtido. Condic¢des: coluna Superdex® 75 HR 10/30, 30 cm C x 10,0 mm [I,
fase movel: tampéo, PB 50 mM pH 7,0, fluxo: 0,4 mL/min, A 214 nm

V) A alternativa testada para aumentar a resolucédo foi incrementar a forga
ibnica da fase movel, com a adicdo de cloreto de sédio. Esse sal que
melhora a resolu¢cdo em CLAE-FG, por reduzir as pontes de hidrogénio

entre a proteina e a fase estacionaria (ARAKAWA, 2010).

O resultado é mostrado na Figura 16. O acréscimo de NaCl melhorou um

pouco a correlacdo, com r’= 0,981. Sdo observados ombros de massa molecular
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alta (tr = 18 e 20 min), com pico principal em 22,2 min O pico do INF- ay, foi
observado em 28,4 min Houve um discreto aumento da separacao entre esse pico e
o0 pico da HSA. Em nova avaliacdo a resolucdo entre as duas proteinas ainda

poderia ser melhorada.
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Figura 16: (a) Curva de calibracdo de peso molecular para a coluna Superdex® 75 b) Cromatograma
da formulacdo de INF- a5, obtido Condi¢des: coluna Superdex® 75 HR 10/30, 30 cm C x 10,0 mm I,
fase mével: tampéao, PB 50 mM pH 7,0, NaCl 150 mM, fluxo: 0,4 mL/min, A 214 nm.

Vi) Uma outra alternativa para tentar aumentar a separacao foi adicionar
um modificador organico a fase movel. Foi adicionado 5% de n-
propanol com a fungdo de diminuir as interagbes hidrofébicas da
formulacdo com a matriz que compde a fase estacionaria (ARAKAWA,
2010).

A curva de calibracdo da coluna é mostrada na Figura 17 (a). A correlacao
obtida foi estatisticamente significativa (= 0,995).

Observa-se que houve diminuicdo expressiva da intensidade do ombro de
massa molecular alta. A adicdo de modificador organico provocou a dissociacao de
agregados protéicos primariamente unidos por interagdo hidrofobica (ARAKAWA,
2010).

Nessas condi¢cdes foi observada a maior diferenca de tr obtido até entdo entre
0 pico principal e o pico do INF- a2y, sendo em torno de seis minutos. Por esse

motivo o segundo pico foi coletado, concentrado e analisado por SDS-PAGE, para
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avaliar a homogeneidade protéica. Para efeito de comparacdo, 0s picos
correspondentes ao INF- ag, nas condigdes anteriores também foram analisados.

O resultado do SDS PAGE é mostrado na Figura 17 (c). As fracOes coletadas
apresentaram bandas correspondentes as massas moleculares da HSA e do INF-

O2p, demonstrando que a separacao efetivamente ndo foi completa.

22,592

Curva de Calibragao
0135 1.50 1.50

03T

0,25 +

Intensidade (Volts)

1/log PM

00 a0
0,2 1

28,525 e

15 25 35 45 000 000
tempo de retengdo (min.)

0,15

[ 25 50 75 100 125 50 175 00 215 %0 w5 00 325 350
Minutos

(a) (b)
wm @ B @ (5) kDa

HSA . m 66
45

36
29

|

24
INF W) 20

14,2

()

Figura 17: (a) Curva de calibracdo de peso molecular para a coluna Superdex® 75 (b) Cromatograma
da formulacéo de INF-a,, obtido. Condic¢des: coluna Superdex® 75 HR 10/30, 30 cm C x 10,0 mm (I,
fase mavel: tampéo, PB 50 mM pH 7,0, NaCl 150 mM, 5% propanol, fluxo: 0,4 mL/min, A 214 nm. (c)
Analise por SDS-PAGE de fragdes coletadas, oriundas dos trés sistemas testados, (1) Fracdo de 28
min, fase movel: tampéo, PB 50 mM pH 7,0, NaCl 150 mM,nPrOH 5%, (2) Fragdo de 28 min, fase
movel: tampéo, PB 50 mM pH 7,0, NaCl 150 mM, (3) fase mével: tampao, PB 50 mM pH 7,0, (4)
formulacéo, (5) padrdo marcador de peso molecular.
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A dificuldade de melhorar a separacdo entre as duas proteinas poderia estar
associada a pequena resolucéo atingida pela CLAE-FG e pela grande diferenca de
molaridade entre ambas. Por isso optou-se por um processo que reduz a
concentragdo de HSA nas amostras. Com menos HSA, a saturacdo dos sitios da

coluna seria menor e a separacao provavelmente melhor.

4.1.2 Uso de Membrana de imunoafinidade para remo¢a o0 de HSA das amostras
Inicialmente a formulacéo foi submetida a imunoafinidade. A fracéo eluida foi
entdo concentrada e posteriormente injetada na coluna Superdex 75. Foi obtido o

cromatograma mostrado na Figura 18.

Resina anti HSA / Amostra depletada
de HSA
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=
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Figura 18: Perfil cromatografico da fracdo coletada da membrana de imunoafinidade, e padrédo de INF
FE (vermelho), condi¢des: coluna Superdex® 75 HR 10/30, 30 cm C x 10,0 mm 0O, fase movel:

tampéo, PB, 50 mM, NaCl 150 mM, 5% propanol pH 6,9, fluxo: 0,4 mL/min, detector UV A; 214 nm
(preto), e A, 280nm (azul).
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A primeira caracteristica no cromatograma da Figura 18 € a presenca de
varios picos que nao ocorrem na analise da formulacdo nas mesmas condicdes.
Além dos picos em tr de 18,6 min e 23,5 min, que correspondem a HSA e o INF-ay;,
respectivamente, foi observado também picos com tempos de retencao 35,7 e 43,7
min, provavelmente devido ao tamp&o utilizado no kit para a lavagem da resina.
Esses picos nédo tém absorcdo em 280 nm, demonstrando nao se tratar de
proteinas.

A intensidade do pico da HSA sofreu uma grande reducéo, diminuindo sua
altura da intensidade de 1,75V (Figura 18) para 0,05V (reducéo de 97,1%). A
variacdo de intensidade do pico de INF-a, foi pequena, sendo comparavel nos dois
cromatogramas. Houve um deslocamento dos dois picos para um tg menor, talvez
pela menor saturagdo da fase estacionaria pela resina.

A submissdo da formulacdo ao procedimento de imunoafinidade foi
acompanhada por SDS-PAGE, conforme mostrado na Figura 19. Pode-se observar
que o tratamento com a resina reduziu bastante a presenca de HSA nas amostras,
porém néo eliminou completamente essa proteina. Provavelmente o grande excesso
molar da HSA saturou completamente a resina, sendo que parte dessa proteina

fosse eluida junto com o INF-ap,.
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Figura 19: Andlise de SDS PAGE de fragcbes da formulacdo de INF-ay, (1) padrdo de massa
molecular; (2) Formulacdo submetida a imunoafinidade (3) Fragdo correpondente ao pico de 28 min
coletada de coluna Superdex 75 (4) Fracdo da coleta de coluna Superdex 75, a partir da injecdo da

amostra obtida por imunoafinidade.
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Apés diversas tentativas de metodologias, a combinacdo dos procedimentos
de imunoafinidade e CLAE-FG possibilitou a obtencdo do INF-a,, puro a partir das

formulacdes, possibilitando a caracterizacao da estrutura molecular do biofarmaco.
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4.2 Avaliagdo da estrutura molecular do INF-  agzp

O efeito farmacoldgico de biofarmacos depende da integridade de sua
estrutura molecular. A degradacao fisica, como perda da estrutura secundaria e
tercidria, compromete a capacidade de ligacdo do INF-0, ao receptor,
comprometendo o seu efeito (GILG et al., 1996; HERMELING et al., 2004;
KALTASHOV et al., 2010). Portanto, se fez necessaria a avaliacdo dessa integridade
através da analise por dicroismo circular e fluorescéncia.

As amostras preparadas por imunoafinidade e CLAE-FG apresentaram
homogeneidade protéica por eletroforese; foram analisadas por dicroismo circular e
fluorescéncia o que resultou na constatacdo da degradacdo da estrutura

tridimensional.

4.2.1 Dicroismo Circular

As fragcOes coletadas do esquema de purificagdo imunoafinidade/gel filtragao
foram entdo analisadas por dicroismo circular. Também foi preparada uma amostra
do padrdo da Farmacopéia Européia, numa concentracdo semelhante a da fracao
coletada.

Os resultados da analise sdo mostrados na Figura 20. O perfil do padrdo foi
semelhante ao descrito por outros autores para o INF-az, em pH 7,4 (SHARMA &
KALONIA, 2003; KIM et al., 2007; JOHNSTON et al., 2010). Aparecem bandas em
209 nm (-12,81) e 219,4 nm (-11,56), com intensidade menor. Esse perfil é
caracteristico de proteinas que apresentam alfa hélices (KELLY, JESS & PRICE,
2005).
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Figura 20: Espectros de dicroismo circular do padrao de INF-a,, da F.E (7 pg/mL) em vermelho, e da
fracdo coletada da Imunoafinidade/CLAE-FG (8 pg/mL) em azul. Amostras em tampéo PB 10 mM, pH
7,4.

A fragcdo coletada mostrou um perfil distinto do padrdo. A intensidade do
desvio da luz diminuiu, houve um desvio das bandas negativas para comprimentos
de onda maiores, respectivamente 209,8 nm e 225,6 nm. Além disso, houve uma
inversdo da intensidade das bandas, sendo que a segunda banda (-11,11) é mais
intensa que a primeira (-7,87).

Esses resultados indicam que ha uma perda de estrutura secundaria do INF-
O, presente nas formulagbes. Para complementar esses dados, as amostras

também foram avaliadas por fluorescéncia.
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4.2.2 Fluorescéncia

As fracOes coletadas do esquema de purificacdo imunoafinidade/gel filtracdo
foram entéo analisadas por fluorescéncia.

Inicialmente, os espectros da fracdo coletada e do padrdo da Farmacopéia
Européia foram comparados, conforme a Figura 21. O padrdo apresentou um
espectro com maximos de emissdo em 336 nm (Aex 280 Nnm) e 333nm (Aex 295 NM).
As fracdes coletadas apresentaram méaximos de emissao em 338 nm (Aex 280 nm) e
334 nm (Aex 295 Nnm). Esses resultados demonstraram que o INF-az, presente nas
formulacdes tem uma exposicéo das cadeias laterais maior que o padrédo da FE.

Outra informacé&o importante que os espetros de fluorescéncia fornecem € a
medida da intensidade da luz no Aex. Essa medida é proporcional ao espalhamento
de luz, fendbmeno que ocorre devido a presenca de agregados em solucéao. O padréo
teve uma intensidade de 674,8 (Aex 280 nm) e 280,6 (Aex 295 nm). Nos dois
comprimentos as fragbes coletadas apresentaram uma intensidade de 1015,6 que
esta na faixa de saturagcdo do detector do fluorimetro. Esse resultado demonstra que

a agregacao das amostras € elevada, o que nao € observado no padréo.
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Figura 21: (a) Perfil de fluorescéncia do padrao de INF-a,, da FE (traco pontilhado) e da fracdo
coletada da CLAE-FG (traco normal). Excitagdo em 280 nm. (b) Perfil de fluorescéncia do padrédo de
INF-a,, da FE (traco pontilhado) e da fracdo coletada da CLAE-FG (traco normal). Excitacdo em 295
nm. Amostras em tampéo PB 10 mM, pH 7.,4.

Por outro lado, as fragbes oriundas do procedimento Imunoafinidade/CLAE-
FG quando submetidos a espectrometria de massa MALDI-TOF, ndo geraram

espectros. Portanto, para prosseguir no estudo, foi necessario desenvolver outro

método de separagdo cromatografica por fase reversa.
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4.3 Separacdo do INF-az, dos demais componentes da formulagcdo por CLAE-
FR

Na Figura 22 é mostrado o perfil cromatografico obtido por CLAE-FR, da
formulacdo de INF-a,,. O tempo de retencdo do primeiro pico em 58,1 min foi
identificado como HSA, devido ao seu alto percentual (94,7 %). Esse pico apresenta
fator de capacidade de 16,1 e fator de cauda a 10% de 1,86 %. O segundo pico
identificado como INF-a,,, apresenta tempo de retencdo de 66,9 min, fator de
capacidade de 18,6, fator de cauda a 10 % de 1,87 %. A resolugéo entre ambos foi
de 7,3, demonstrando que nessa técnica uma 6tima separacao foi atingida.

Portanto, a cromatografia liquida de alta eficiéncia por fase reversa (CLAE-
FR) foi a técnica alternativa escolhida para a separacdo do INF-a, dos demais

componentes presente nas formulagées.

18 58,125 18

Intensidade (Volts)

Figura 22: Cromatograma da formulacéo de INF-a,, obtido por CLAE-FR. Condicdes: coluna ACE 3
C18-300, 250 mm C x 4,6 mm [, fase mével A TFA 0.1 % em agua, fase movel B acetonitrila:TFA

0.1%, com gradiente, fluxo de 1.0 mL/min, A 214 nm. A linha sobreposta mostra a concentracao de
fase B.

Para confirmar se o pico de 66,9 min era INF-a5p, foi injetado um padréo da
FE conforme mostrado na Figura 23. O tempo de retencdo do padrdo foi de 66,7
min, confirmando o pico observado no cromatograma da formulacdo como de INF-

A op.
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Na aplicacdo do gradiente de fase moével B, acetonitrila, observou-se que a
HSA foi liberada quando a concentracdo do solvente organico atingiu 50 %,

enquanto que para o INF-0,, 0 mesmo ocorreu em 59 %.

66,658

Intensidade (Volts)
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Min‘frtos
Figura 23: Cromatograma do padrao de INF-a,, FE 100 uL de solugcdo 35 pg/100 puL Condigdes:
coluna ACE 3 C18-300, 250 mm C x 4,6 mm [, fase mével A: TFA 0.1 % em agua, fase mével B :
acetonitrila:TFA 0.1%, com gradiente, fluxo de 1.0 mL/min, A 214 nm. A linha sobreposta mostra a

concentracao de fase B.

A homogeneidade protéica do pico de 66,9 min foi avaliada por SDS-PAGE.
Foi observada uma banda com 19 kDa, que corresponde ao peso molecular do INF-
O2p. Além disso, ha existéncia de bandas de peso moleculares maiores do que o
INF-az,, com 57 kDa, ( Figura 24). Na literatura, essas bandas séo relacionadas a
trimeros do INF (SILVA et al., 2008; HERMELING et al., 2006).
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Figura 24: Andlise de SDS PAGE das fracdes coletadas da CLAE-FR (1) padréo de peso molecular;
linhas (2), (3), e (4) fracBes coletadas de CLAE-FR.

As fracOes obtidas por esta metodologia ndo foram submetidas ao dicroismo
circular e a fluorescéncia devido ao carater desnaturante do procedimento, com
perda da estrutura terciaria.

O INF-a,, obtido por esse procedimento foi posteriormente analisado por

espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF, como mostrado a seguir.
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4.4 Analise do INF- az, por MALDI-TOF

Inicialmente, para estabelecer a metodologia, foram usados padrdes de INF-
0y, da FE e de HSA (Sigma). As misturas dos peptideos resultantes das hidrélises
com cada uma das enzimas foram entdo analisadas por MALDI-TOF.

A deciséo de hidrolisar também a proteina HSA padréo foi para determinar os
seus peptideos gerados pelas hidrolises e poder identifica-los, porque eles poderiam
ser contaminagdes potenciais possiveis nos espectros de massas das amostras de
INF isolados das formulagdes. Espectro ndo apresentado neste trabalho.

As andlises MALDI dos padroes de ambas as proteinas deram o6timos
resultados, quase todos os peptideos esperados foram observados. A mesma
metodologia e condi¢cfes foram entdo utilizadas para a analise das fragBes coletadas
da CLAE FR.

O espectro de massa dos peptideos resultantes da hidroélise triptica do INF-
02, padrédo da FE é mostrado na Figura 25. Na tabela 5 sdo dadas as sequiéncias de
aminoacidos dos peptideos que se espera dessa digestdo e as correspondentes
massas monoisotopicas [M + H]*, as tedricas e as observadas, de cada peptideo. A

maioria dos peptideos com [M + H]" maior do que 500 Da foi observada.

Intens
1481,7

4000 - 22259

3000 A

1954,8

2116,9

2000 7 10765

1313,6

1000 - 1209,5
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1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 3000 m/z

Figura 25: Espectro de massa MALDI-TOF do padrédo FE de INF-a,, submetido a digestéo triptica.
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Tabela 5: Sequéncias de aminoacidos dos peptideos previstos para a hidrolise
triptica de INF-ap, € as correspondentes massas monoisotopicas [M + H]*. A coluna
das massas experimentais se refere aos valores observados no espectro MALDI-
TOF do padréo de INF-a3, da FE hidrolisado.

N' [posicdo Sequéncia de aa dos peptideos M + H" (Da)” Ir* (%)
Tedrical] Experimental
1 |84-112 |[FYTELYQQLNDLEACVIQGVGVTETPLMK|3302,6 n.o.* -
2 | 50-70 |AETIPVLHEMIQQIFNLFSTK 2459,3 2459,2 4,5
3 | 34-51 |HDFGFPQEEFGNQFQKDR - 2225,9 98,3
4 | 34-49 [HDFGFPQEEFGNQFQK 1954,8 1954,8 87,4
5 |150-162|SFSLSTNLQESLR 1481,7 1481,7 100
6 | 71-83 |[DSSAAWDETLLDK 1450,6 1450,6 6,2
7| 1-12 |CDLPQTHSLGSR 1313,6 1313,6 38,3
8 |135-144)YSPCAWEVVR 1209,5|1209,1 + 2116,9| 51,4
9 | 14-22 |[TLMLLAQMR 1076,5 1076,5 81,5
10| 24-31 |ISLFSCLK 910,5 [910,6 + 2116,9| 26,5
11 [113-120|EDSILAVR 902,4 902,6 9,5
12 |126-131ITLYLK 750,4 750,7 4,4
13 [145-149]AEIMR 619,3 n.o. -
14 |122-125|YFQR 613,3 n.o. -

1-N: Namero do peptideo; 2-[M + H] Tedrica (MH"): obtida submetendo-se a sequiéncia
do INF-a,y, a ferramenta PeptideMass (www.expasy.org); 3-Ir: intensidade relativa; 4-n.o:

nao observado.

O peptideo 1, de massa maior, ndo foi observado. Como néo foi utilizado
redutor no preparo da amostra, esse peptideo deve ter a sua massa somada a
massa do peptideo 7, resultando em valor de massa mais elevado do que a faixa de
massa que foi analisada. Tentativas de observar o peptideo em modo linear nao
tiveram sucesso.

Um pico intenso, com [M + H]" igual a 2225,9 foi observado (peptideo 3). Esse
valor corresponde a massa de um peptideo onde nédo ocorre hidrdlise pela tripsina
na sequéncia KDR. A perda desse sitio de hidrolise pela tripsina ja foi observado por
outros autores na analise do INF-02, (TSARTOPOULOS et al., 1994).

Foi observado um pico intenso com MH" de 2116,9. Esse valor corresponde a
associacgao, via ponte disulfeto, dos peptideos 8 e 10. Como néo foi utilizado redutor
na preparacdo da amostra, parte ponte de sulfeto se manteve e parte foi reduzida,

formando os peptideos 8 e 10.
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Nessas condicfes a cobertura de seqiiéncia observada para o INF-ay, foi de
72,7%, sendo observados peptideos correspondentes a 120 do total de 165
aminoacidos presentes no INF-a,,. Se considerarmos que o total de aminoacidos
gue poderiamos detectar com esse método € de 154, uma cobertura de 78% foi
atingida.

A proxima etapa foi a anélise do INF-ay, presente nas formulacdes. O material
coletado na CLAE-FR foi entdo submetido a hidrélise por tripsina e os peptideos
resultantes foram analisados por MALDI-TOF. Também submetemos as bandas
correspondentes ao INF-ay,, presentes no gel mostrado na Figura 24, a hidrolise por
tripsina, para verificar os peptideos formados nos dois casos.

O espectro de massa obtido dos peptideos é apresentada na Figura 26 e os
resultados das analises sdo mostrados na Tabela 6. As massas que nao foram
identificadas no padrédo, correspondentes aos peptideos 1, 13 e 14, também nao

foram identificadas nos espectros das amostras.

Intenss
1481,7
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20001
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1500
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600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 miz

Figura 26: Espectro de MALDI-TOF dos hidrolisados da coleta CLAE-FR.
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Tabela 6: Valores de massa observados no espectro de MALDI-TOF dos

hidrolisados da coleta da CLAE-FR e da banda do gel mostrado na Figura 24.

N [Mt (Da)] Mo" (Da) |ir! (%)Mo” (Da)|Ir® (%)
1 13302,6 n.o. - n.o.’ -
2 [2459,3 n.o. - n.o. -
3 - 2225,9 100 n.o. -
4 11954,8 1954,8 33,7 ] 1954,8 | 24,1
5 11481,7 1481,7 71,4 | 1481,7 | 100
6 [1450,6 n.o. - n.o. -
7 |11313,6 n.o. - n.o. -
8 11209,5|1209,7 + 2116,3| 44,9 n.o -
9 |11076,5 1076,7 26,8 | 1076,5 | 37,4
10| 910,5 [910,6 + 2116,3 | 14,3 n.o. -
11| 902,4 901,9 195 902,6 | 8,7
12| 750,4 n.o. - n.o. -
13| 619,3 n.o. - n.o. -
141 613,3 n.o. - n.o. -

N:NGmero do peptideo; Mo Massa observada na
hidrélise da fracdo coletada; Mo”: Massa observada na
hidrolise da banda do gel; Ir:Intensidade relativa
observada na hidrélise da fracdo coletada;
Ir:Intensidade relativa observada na hidrolise da banda
do gel; n.o.:n&o observado.

Os peptideos 2, 6 e 12, menos intensos no espectro padrdo, ndo foram
observados nos espectros das amostras. Da mesma forma, o peptideo 7 néo foi
observado nas amostras.

No espectro obtido do hidrolisado da banda do gel (Figura 24), também nao
foram detectados os peptideos 3, 8 e 10. A cobertura de sequéncia atingida com
essa analise foi de 34,5%, sendo identificados 57 aminoacidos em um total de165.
Partindo-se da possibilidade de deteccdo de 154 aminoacidos, chegou-se a 37% de
cobertura de sequéncia.

Os peptideos mais intensos observados no padrao, 3, 4, 5, 8, 9 e 10, também
foram observados na amostra preparada a partir da hidrélise da coleta da fase
reversa. A cobertura de sequéncia alcancada com a 45,5%, sendo identificados 75
aminoacidos em 165. Partindo da possibilidade de deteccdo de 154 aminoécidos,

chegariamos a 48,7% de cobertura.
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5 DISCUSSAO

5.1 Separacao do INF dos demais componentes da form  ulacéo

A metodologia inicialmente usada para a separagcédo do INF da HSA presente
na formulacdo foi a CLAE-FG. Essas proteinas apresentam diferencas em seus
volumes hidrodindmicos, que a principio proporcionariam a separacdo por esta
modalidade de cromatografia. Além disso, o INF-a, seria obtido em condigbes
nativas, pH neutro, favorecendo as andlises de caracterizagdo a serem executadas
posteriormente (DIRESS et al.,2010).

A otimizacdo da CLAE-FG seguiu a estratégia classica utilizada nesse caso,
modificando-se a fase estacionaria, concentracdo salina e composicdo organica da
fase movel (ARAKAWA et al., 2010; QIAN et al., 2008). E interessante destacar que
a adicdo de nPrOH a fase movel levou a reducdo dos agregados presentes, pelo
rompimento de agregados ndo covalentes (KAMBERI et al., 2004).

Em todas as condicfes testadas a correlacédo entre o tg € 0 inverso do log da
massa molecular foi estatisticamente significativa. Entretanto, uma resolucao
adequada entre o INF-a,, € a HSA néo foi alcancada, devido a grande desproporcéo
molar entre as duas proteinas.

A grande diferenca de concentracdo entre o INF-az, € a HSA presentes na
formulacéo, fez com que se utiliza-se membranas de imunoafinidade, onde a HSA é
especificamente imobilizada e o INF isolado.

A separacdo por CLAE-FG com subsequiente deplecdo por membrana foi a
primeira tentativa, com vistas a isolar o INF-a,, da HSA. A fracdo resultante ainda
exibiu a HSA como observa-se especificamente na linha 2 no gel de SDS-PAGE
apresentado na Figura 19, ndo satisfazendo o parametro de homogeneidade
protéica.

A alternativa seguinte foi primeiro submeter a formulacdo a membrana de
imunoafinidade e em seguida o eluido concentrado ser submetido a CLAE-FG. No
perfil cromatografico foi observada uma reducéo expressiva da HSA em termos de
intensidade da ordem de 97,1 %, enquanto que a variacao de intensidade do pico de

INF-a2p foi pequena, como mostrado na Figura 18 (LEE & LEE, 2004). Portanto com
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a remocdo seletiva da HSA, tornou possivel a separacdo das duas proteinas por
CLAE-FG, quando ambas estdo em proporcdo semelhante. Foi observado o
deslocamento dos dois picos para um tg menor como mostrado na Figura 18, talvez
pela menor saturacéo da fase estacionaria pela resina (STULIK et al., 2003). Nesta
abordagem os resultados foram satisfatorios quanto a homogeneidade protéica
evidenciados na linha 4 no gel SDS-PAGE na Figura 19.

Ao submetermos a amostra purificada por imunoafinidade e CLAE-FG ao
processo de digestao e posterior analise por espectrometria de massa MALDI-TOF,
resultados compativeis com a identificacdo dos fragmentos tripticos do INF-02, ndo
foram obtidos. Portanto, com base nestes resultados houve a necessidade de testar
outro método de cromatografia. Desta forma, o uso da CLAE-FR foi a proxima
abordagem para obtencdo do INF-ay, isolado da formulacdo (RUIZ et al., 2005;
SILVA et al., 2008).

A CLAE-FR se mostrou uma boa alternativa para a separacgéo INF-a,,/HSA. A
hidrofobicidade do INF-a,, € superior a da HSA, como pode ser constatado no
cromatograma da Figura 22, o que facilitou bastante na separacdo. Por outro lado
essa técnica é desnaturante, por isso nao foram feitos experimentos de dicroismo
circular e fluorescéncia com o material coletado (SILVA et al., 2009). Esse material
foi o Unico que apresentou trimeros de INF-ag,, possivelmente por degradacao
durante a separacao, verificado por SDS-PAGE conforme apresentado na Figura 24
(RUIZ et al., 2006; SILVA et al., 2008).

5.2 Avaliagdo da estrutura molecular do INF-  agzp

A avaliacdo da estrutura tridimensional do INF-a,, por dicroismo circular e
fluorescéncia demonstrou que ha uma perda parcial da estrutura tridimensional na
amostra analisada. As variagbes observadas foram menores que as descritas na
literatura em condi¢des desnaturantes (SHARMA & KALONIA, 2003).

Essa perda foi mais evidente na avaliacdo do espectro de dicroismo, que
demonstrou perda parcial da estrutura de alfa hélice natural do INF-a,,.de acordo
com a Figura 20 (BELDARRAIN et al. 2001).
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O deslocamento do Aey, da fluorescéncia, que foi maior com a excitagdo em
280 nm do que em 295 nm, demonstrou que houve uma maior exposicao das
cadeias laterais das tirosinas que dos triptofanos como mostrado na Figura 21(a) e
(b). Os dois triptofanos do INF-ay, se encontram em um ambiente bastante
hidrofobico, e talvez a agregacéo tenha impedido uma maior exposicdo das cadeias
laterais a agua (KIM et al., 2006).

A grande intensidade do espalhamento de luz mostrou que o INF-ay, estava
fortemente agregado (HERMELING et al., 2005). Possivelmente essa agregacgao
impediu a hidrélise pela tripsina, jA que as amostras ndo apresentaram picos nos
espectros de MALDI-TOF.

A abordagem inicial para a avaliagdo do INF-az, por MALDI-TOF foi a
hidrolise do padrdo da FE por tripsina e a aquisicdo dos espectros. Esse resultado
foi importante para analisar o perfil do espectro de massa obtido. Além disso os
peptideos gerados pela hidrélise do HSA padrdao e posteriormente identificados,
demonstrou ndo existir contaminagdes nos espectros de massas das amostras de
INF isolados das formulacgdes.

A maioria dos peptideos esperados foi detectada e sdo apresentados na
Figura 25. As maiores dificuldades foram os peptideos que se encontravam nos
limites da analise por método refletido. O peptideo 1, de maior massa, mostrado na
Tabela 5, se encontra no limite superior para a deteccdo por esse modo. Esse
peptideo também ndo foi detectado na analise de INF-a,, matéria prima
(TSARBOPOULQOS et al., 1994) e em analise anterior do padréo da FE (CINDRIC et
al., 2006). Os peptideos 13 e 14 se encontram no limite inferior, pois na regido de
massa baixa ocorre interferéncia da matriz.

Outra informacdo importante foi a intensidade dos peptideos observados.
Esse parametro é influenciado por varios fatores, sendo a seqiéncia 0 mais
importante. Os peptideos 3 e 5 tém caracteristicas em suas sequéncias que sao
correlacionadas ao aumento da ionizacao (YANG et al., 2008). Ambos tém arginina
no C terminal, sendo que o peptideo 3 tem também histidina no N terminal. E
importante destacar que o peptideo 5 € 0 mais intenso em espectros ja publicados
do INF-02, (TSARBOPOULOS et al, 1994, CINDRIC et al., 2006).
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Por outro lado os peptideos menos intensos tém caracteristicas em suas
sequéncias que reduzem a ionizacao (YANG et al., 2008). Quanto ao C terminal, o
peptideo 6 tem lisina, o peptideo 7 tem arginina, sendo que o 7 também tem cisteina
no N terminal. Ambos possuem aspartatos como residuos internos, sendo que 6 tem
também um triptofano.

Na andlise da formulacdo de acordo com a Figura 26 e Tabela 6, os
peptideos menos intensos nao foram detectados. As perdas inerentes a
manipulagédo provavelmente reduziram a concentracdo do material, fazendo com que
apenas os peptideos com maior ionizagdo fossem detectados.

Outro ponto que foi observado nos espectros das amostras foi a conservacao
da ponte disulfeto entre as cisteinas 29 e 138 ([M + H]* 2117,5), demonstrando que
essa caracteristica importante da estrutura do INF-a,, esta preservada no produto
comercial analisado apds as manipulacdes nos procedimentos realizados.

A cobertura da seqiiéncia é um parametro que devera ser melhorado. A
cobertura alcancada de 48,7% é bastante adequada para a identificacdo do INF-0zp,
porém se tratando de um biofarmaco esse valor deve se aproximar de 100%. O
caminho para melhorar essa cobertura € hidrolisar parte da amostra com Glu-C, e

comparar os peptideos observados com os formados pela hidrolise triptica.
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6 CONCLUSAO

A etapa mais critica para o desenvolvimento do trabalho foi a separacédo do
INF-a2, da HSA. Varias condi¢des foram testadas para se obter essa separacdo em
condigcbes ndo desnaturantes, sendo necessario desenvolver um protocolo de
separacdo do INF-az, dos demais componentes da formulacdo comercial desse
biofarmaco, reduzindo-se inicialmente a HSA com um procedimento de
imunoafinidade, e completando a purificacdo com CLAE-FG.

As fracdes obtidas por esse método foram analisadas por dicroismo circular e
fluorescéncia, o que permitiu a constatacdo da degradacdo da estrutura
tridimensional. A avaliagdo do espalhamento de luz no comprimento de onda de
excitacdo demonstrou que havia uma elevada agregacédo do material. Essas fracoes
nao puderam ser analisadas por MALDI-TOF.

A técnica que conseguiu uma separacdo em uma unica corrida foi a CLAE-
FR, possibilitando a anélise do INF-a, por MALDI-TOF. Portanto, esta foi a técnica
de escolha para alcancar a separacao.

Um método de CLAE-FR foi desenvolvido para a separacdo do INF-az, dos
demais componentes da formulacdo. Foi obtida uma excelente separacdo da HSA
gue possibilitou a analise por MALDI-TOF.

A andlise por MALDI-TOF do INF-ay, presente nas formulagBes permitiu
atingir 45,5% de cobertura da seqiéncia da proteina. Também foi observado que a
ponte dissulfeto, entre as cisteinas 52-161, da estrutura estava adequada.

Esse estudo fornece dados importantes que subsidiam o estabelecimento de
um protocolo para a analise de INF-ay, em produto final, que podera substituir o
mapa de peptideos tradicional por cromatografia liquida, com a vantagem de resultar
em um maior numero de informacgdes sobre a estrutura molecular do biofarmaco.

A implementacéo da analise por MALDI-TOF na rotina € cara, principalmente
devido ao custo de aquisicdo do equipamento. Isso poderia ser uma restricio a
adocdo desse método em compéndios oficiais. Por outro lado, do ponto de vista
sanitario, o maior conhecimento sobre o produto é importante, pois ajuda a garantir
sua efetividade e reduzir o risco em seu uso. Além disso, o alto valor agregado do

INF-a2, € seu uso cronico justifica a adocdo de técnicas como o MALDI-TOF.
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7 PERSPECTIVAS

Dar continuidade a este estudo aumentando a cobertura da sequéncia. A
abordagem a ser utilizada é a hidrdlise de parte da amostra com Glu-C, e comparar
0s peptideos observados com os formados pela hidrélise triptica.

Estabelecer um protocolo para a analise de INF-a,, em produto final, que poderia
substituir o mapa de peptideos tradicional por cromatografia liquida, com a vantagem
de resultar em um maior numero de informacdes sobre a estrutura molecular do

biofarmaco.

Propor ao Departamento de Imunologia, a avaliagdo da atividade biologica das
fragcbes obtidas pelo protocolo com a finalidade de comprovar a manutencao da

estrutura terciéria, necessaria a eficacia do produto.

Propor a Farmacopéia Brasileira a inclusdo da monografia de interferon oz, DNA
recombinante com o método de espectrometria de massa MALDI-TOF como técnica

sensivel para caracterizar o biofarmaco.
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