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Introdugao:

Os interferons (IFNs) sdo citocinas e sdo utilizados como medida terapéutica
contra a infecgdo de virus e outras doencas devido tanto a sua atividade antiviral
quanto imunomodulatéria. A classificacdo dos IFNs é definida de acordo com
suas propriedades fisicas e funcionais e o IFN-a pertence a classe I. O IFN-a
tem efeito contra algumas viroses importantes, principalmente hepatite A,
B e C. Em relagdo ao IFN-a apenas um subtipo (IFN-c.-2) é utilizado para
terapias. Os IFN-hr-a-2a e IFN-hr-a.-2b sdo proteinas bioterapéuticas néo
glicosiladas contendo 165 aminodacidos e diferindo apenas pela presenga de
uma lisina e arginina na posi¢do 23, respectivamente. Possuem duas pontes
de dissulfeto e massa molar de aproximadamente 19,3 kDa. Para garantir a
qualidade desse produto é necessaria a realizagdo de ensaios de controle de
qualidade. Os ensaios de controle de qualidade em produto final dos me-
dicamentos bioldgicos ainda representam um desafio, ja que a maior parte
deles sdo formulados junto com alguns excipientes que acabam por interferir
nas metodologias de caracterizagdo proteica. Desta forma, na farmacopeia
brasileira (FB) ndo existe monografia para este tipo de produto somente
recomendagdes de ensaios gerais, por outro lado na farmacopeia europeia
(FE) encontra-se monografia para o interferon, porém somente para matéria
prima, sendo recomendado os seguintes ensaios fisico-quimicos: focalizagdo
isoelétrica, mapa de peptideos e SDS-PAGE.

Objetivo:
O objetivo deste trabalho foi identificar IFN-o.-2b (produto final) por croma-
tografia liquida acoplada a espectrometria de massas.

Metodologia:

PPara a realizacdo das analises foi utilizado um cromatoégrafo liquido acoplado
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a um espectrometro de massas do fabricante Waters® Corporation. Modelo SY
NAPT G2-S HDMS. Esse modelo é um equipamento hibrido com um analisa-
dor tipo quadrupolo, uma cdmara de mobilidade ionica e um detector tempo
de voo (“time-of-flight - TOF”). O ensaio para avalia¢do da proteina intacta foi
ealizado com a injegdo de cinco amostras em uma coluna de dessalinizagao e
analisadas no espectrometro de massas no modo MS.

Resultados:

Foram identificadas em todas as amostras o IFN-o.-2b mesmo com a presen-
¢a da albumina na formulagdo. Os ions formados pela albumina, na fonte de
ionizagdo, poderiam interferir no conjunto de ions provenientes do IFN-o.-2b.
No entanto foi possivel diferenciar ambos os sinais e identificar ambas as mo-
léculas com erros de 13,5 a -13,7 ppm na defini¢do da massa molar experimen-
tal. Os resultados em massa molar encontrada variaram de 19265.8633 Da a
9265.8945 Da (massa molar tedrica 19265.0098 Da). A durac¢do do ensaio foi
de apenas 10 minutos com a inje¢do da amostra sem tratamento.

Conclusio:

Com a utilizacdo da técnica de cromatografia liquida acoplada a espectro-
metria de massas foi possivel confirmar a identidade de todas as amostras de
IFN-a-2b na presenca da albumina mediante ferramentas de bioinformatica.
Desta forma a vantagem de utilizagdo da cromatografia liquida acoplada a es-
pectrometria de massas é tanto para a definigdo da massa molar do IFN -a-2b
quanto para a caracterizagdo de isoformas no produto final sem um tratamento
prévio em apenas uma analise. Estes resultados demostraram a potencialidade
da técnica, como uma importante ferramenta na analise de medicamentos bio-
légicos podendo futuramente ser sugerida a Farmacopeia Brasileira como uma
potencial metodologia de identificagdo nédo sé de interferon, mas também de
outros medicamentos biolégicos.
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