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RESUMO

Introducdo: Em virtude do interesse para o tratamento da hepatite, o processo de producao
industrial do INF-a foi desenvolvido e aperfeicoado ao longo dos ultimos anos. Objetivo:
O presente trabalho teve como objetivo desenvolver um protocolo para caracterizar
a estrutura molecular do INF-a2b em formulagdes farmacéuticas por espectrometria
de massa do tipo MALDI-TOF. Método: Inicialmente foi desenvolvido um método de
cromatografia liquida baseado em fase reversa para promover a separacdo entre o
INF-a2b constituinte ativo e minoritario e a soro albumina humana, também componente
presente nas formulacdes farmacéuticas, obtendo-se amostras com homogeneidade
proteica, revelada por eletroforese. As amostras em solucdo foram submetidas a digestao
com tripsina, levadas ao espectrometro de massa MALDI-TOF. Para que fosse analisada
a estrutura molecular, foi desenvolvido um procedimento baseado em imunoafinidade e
cromatografia de gel filtracdo. Resultados: As amostras preparadas por estes métodos
apresentaram homogeneidade proteica por eletroforese, sendo analisadas por dicroismo
circular e fluorescéncia, o que demonstrou ter degradacdo da estrutura tridimensional.
Conclusdes: Esse trabalho fornece dados importantes que subsidiam o estabelecimento
de um protocolo para a analise de INF-a2b em produto final, que poderia substituir o mapa
de peptideos tradicional por cromatografia liquida, com a vantagem de resultar em um
maior nUmero de informagdes sobre a estrutura molecular do biofarmaco.

PALAVRAS-CHAVE: Interferon-alfa; Proteinas; MALDI-TOF; Dicroismo Circular; Fluorescéncia

ABSTRACT

Introduction: Due to the interest in the treatment of hepatitis, the industrial production
process of INF-a has been developed and perfected over the last few years. Objective: The
present work aimed to develop a protocol to characterize the molecular structure of INF-a2b in
pharmaceutical formulations by MALDI-TOF mass spectrometry. Method: Initially, a reversed-
phase liquid chromatography method was developed to promote the separation of active and
minor constituent INF-a2b and human serum albumin, also present in the pharmaceutical
formulations, to obtain samples with protein homogeneity revealed by electrophoresis.
Samples were hydrolyzed with trypsin and submitted to MALDI-TOF. In order to analyze the
molecular structure, a procedure based on immunoaffinity and gel filtration chromatography
was developed. Results: Prepared samples by these methods showed protein homogeneity
by SDS-PAGE, and were analyzed by circular dichroism and fluorescence, which showed three
- dimensional structure degradation. Conclusions: This work provides important data that
support the establishment of a protocol for the analysis of INF-a2b in final product, which
could replace the traditional peptide mapping by liquid chromatography, with the advantage
of resulting in a larger amount of information about the structure of the biopharmaceutical.

KEYWORDS: Alpha Interferon; Protein; MALDI-TOF; Circular Dichroism; Fluorescence
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INTRODUCAO

A infeccdo crénica causada pelo virus da hepatite B atinge
cerca de 240 milhdes de pessoas mundialmente, sendo a prin-
cipal causa de cirrose e carcinoma hepatocelular. Estima-se que
686.000 pessoas venham a morrer por ano em consequéncia da
hepatite B cronica ou aguda'. O controle dessa doenca envolve a
vacinacdo de forma preventiva e o uso de antivirais, nos indivi-
duos infectados. Os medicamentos preconizados pela Secretaria
de Vigilancia em Salde, Departamento das Infeccoes Sexual-
mente Transmissiveis (IST), do HIV/Aids e das Hepatites Virais
(DIAVH), nesse caso, sao interferon-alfa (INFa), interferon-alfa
peguilado, lamivudina, tenofovir, entecavir e adefovir?.

Os interferons sao um grupo de proteinas da familia das citocinas,
produzidas pelo organismo como resposta a infeccoes virais, sendo
classificados de acordo com suas sequéncias em tipo I, familias q,
B, €, K, w, € 9, como exemplo. No caso das hepatites virais foi
identificada a importancia do INF-a como um fator que impede a
replicacao viral, contribuindo para o tratamento dessa doenca**>¢.

Em virtude do interesse para o tratamento da hepatite, o pro-
cesso de producao industrial do INF-a foi desenvolvido e aper-
feicoado ao longo dos ultimos anos. Em linhas gerais, o INF-a
é produzido por superexpressao em células de Escherichia coli.
Ap0s a superexpressao, o INF-a é purificado utilizando-se combi-
nacao de varios métodos cromatograficos’.

Devido a sua estrutura proteica, o INF-a nao é ativo por via oral.
Por isso, os produtos acabados a granel devem ser convertidos em
uma formula adequada para administrac&o por via injetavel. Além
das propriedades inerentes a produtos injetaveis, como pH, isoto-
nicidade, apirogenicidade e presenca de agentes antioxidantes,
esta formulacao deve garantir a estabilidade do INF durante seu
prazo de validade®. O excipiente mais utilizado é soro albumina
humana (SAH), tendo como funcao principal estabilizar o produto,
impedindo a agregacao das moléculas, evitando a perda da potén-
cia e a formacéo de anticorpos contra o biofarmaco®.

A formulacdo basica de INF-a contém 1,5 mg de SAH por mL.
Como a relacao entre massa e atividade é de 1,4 x 10% Ul/mg'",
dependendo da apresentacdo, cada mL de formulacdo contém
uma determinada massa de INF-a. Na menor dose, conforme
descrito na bula dos produtos, a formulacao tem cerca de 20 pg
de INF-a e 1,5 mg de SAH. Pode-se observar que a menor razao
molar é de 1 de INF-a para 24 da composicao proteica final.

O controle de qualidade dos INF pode ser feito utilizando dois
grupos de ensaios. O primeiro grupo, que abrange ensaios
comuns a formas farmacéuticas liquidas para uso interno (injeta-
vel), é constituido por testes de volume médio, pH, inocuidade,
esterilidade e endotoxinas bacterianas. Quando o produto final &
apresentado como liofilizado, deve ser avaliada a umidade resi-
dual, importante para a estabilidade do produto™.

0 segundo grupo de ensaios diz respeito as particularidades do
INF-a quanto a natureza proteica do biofarmaco. Esses ensaios
variam de acordo com as monografias para o INF-a em cada farma-
copeia. No Brasil, a 5% edicao da Farmacopeia Brasileira (FB) nao
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inclui monografia especifica para INF-a. A FB também nao apre-
senta recomendacOes gerais para produtos produzidos por DNA
recombinante, diferentemente das farmacopeias internacionais'.

A United States Pharmacopoeia 39 (USP-39) nao apresenta uma
monografia especifica para o INF-a. Por outro lado, a USP-39 reco-
menda uma série de requisitos que devem ser avaliados para carac-
terizacdo de artigos derivados de biotecnologia e sugere métodos
para essa avaliacdo, tais como analise de aminoacidos, eletroforese
capilar, eletroforese em gel de poliacrilamida e ensaio de proteinas
totais. Vale notar que ha indicacdes especificas sobre os ensaios apli-
caveis a etapas intermediarias e ao produto final, ficando a critério
do fabricante fazer avaliagdes durante ou no término do processo'.

Como a USP-39, a Farmacopeia Europeia 8.0. ed. (FE)'" também
prescreve requisitos gerais para produtos de biotecnologia DNA
recombinantes. A FE determina que o produto deva ser caracte-
rizado quanto a sua identidade, pureza, poténcia e estabilidade,
utilizando métodos quimicos, fisicos, imunoquimicos e bioldgi-
cos. Nenhum ensaio especifico é apontado. Algumas metodolo-
gias sao sugeridas para determinar a consisténcia de producao.
Essas metodologias envolvem caracterizar a composicao de
aminoacidos, o sequenciamento da regido N terminal, o mapa
de peptideos por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia-Fase
Reversa (CLAE-FR), o teor de proteina total e de proteinas con-
taminantes provenientes do sistema de expressao.

No final das recomendacbes gerais, a FE determina que nas
monografias especificas sejam listados os ensaios aplicaveis a
cada produto. A FE tem uma monografia especifica para avaliar a
matéria prima do INF-a antes do biomedicamento ser formulado.
Essa monografia recomenda os seguintes ensaios:

« Mapa de peptideos CLAE-FR - método de identificacdo da
proteina por comparacdo entre cromatogramas de INF-a
padrao e da amostra. Ambos, padrao e amostra, submetidos
previamente a hidrolise com tripsina;

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

o Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato
sodio (SDS-PAGE) - conformidade com a massa molecular espe-
rada em relacao ao padréao e homogeneidade da proteina;

o Teor de proteinas;

« Proteinas relacionadas - sdo produtos de degradacdo do INF.
Estas impurezas estao intrinsicamente relacionadas ao prin-
cipio ativo proteico. Sao agregados, formas oxidadas e pro-
dutos de hidrdlise e;

o Poténcia - determinada pela medida de seu efeito de prote-
cao celular contra o efeito citopatico viral em células MDBK
induzido pelo virus da estomatite vesicular. A poténcia é com-
parada a uma preparacao de padrao internacional, cujo resul-
tado relaciona o produto a especificacdo, expresso em termos
de unidades internacionais por miligrama de proteina.
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As metodologias relacionadas fornecem informacdes quanto a
pureza, identidade e poténcia do INF-a e estdo classicamente
colocadas como parametros de avaliacdo de alteracbes que
podem implicar na auséncia de eficacia, e/ou ainda na imunoge-
nicidade do produto''.

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

A auséncia de monografias para produto acabado nas farmaco-
peias dificulta as autoridades regulatorias em relacao a exigén-
cia minima de qualidade para esse tipo de produto'" 1213,

0 efeito farmacoldgico das proteinas esta relacionado a sua com-
plexa estrutura molecular. Falhas na expressao da proteina, com
modificacdes da estrutura primaria e a desnaturagao da estru-
tura tridimensional, por exemplo, podem levar a uma reducao
da afinidade aos receptores, diminuindo ou mesmo eliminando o
efeito farmacoldgico. A degradacao fisica, como perda da estru-
tura secundaria e terciaria, compromete a capacidade de liga-
cao do INF-a ao receptor, comprometendo o seu efeito’>'¢"7. Por
esse motivo, o desenvolvimento de métodos para avaliacdao do
produto final é relevante, principalmente pela possibilidade de
incorporacao de metodologias mais novas, que avaliem detalha-
damente a estrutura molecular do biofarmaco.

Métodos espectroscopicos podem ser usados para avaliar o teor
de proteina na preparacao e fornecer informacdes sobre a estru-
tura molecular. A identidade pode ser determinada por espectro-
metria de massa e a estabilidade da estrutura tridimensional por
dicroismo circular e fluorescéncia'®.

O presente trabalho foi desenvolvido com o objetivo de buscar
metodologias analiticas mais modernas e eficientes para o con-
trole de qualidade do INF-a em formulagbes farmacéuticas, de
maneira a se obter informacao acerca da seguranca, qualidade
e eficacia do biofarmaco que deem suporte para as acoes de
Vigilancia Sanitaria.

METODO

Amostras

Utilizaram-se amostras de INF-a2b 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 for-
mulacao com poténcia de 10 x 106 Ul/mL/frasco.

Reagentes

Todas as solugdes neste estudo foram preparadas com agua ultra-
pura usando o sistema Milli-Q® (Millipore). Os reagentes foram forne-
cidos pela Sigma, GE, Bio-Rad e Merck, dentre outros. Os reagentes
especificos a determinadas técnicas foram relacionados conforme
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descricao dos procedimentos. O padrao de INF-a2b Lote n° 3 utili-
zado foi fornecido pela Farmacopeia Europeia.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa
(CLAE-FR)

A CLAE-FR foi utilizada para separar o INF-a2b da SAH e dos
demais componentes da formulacao. O experimento foi realizado
no cromatografo liquido de alta eficiéncia LC-10 (Shimadzu),
equipado com sistema controlador SCL-10A,, bomba LC-10 AD,,
valvula seletora de solvente Shimadzu FCV-10AL, auto injetor
SIL-10ADVP, resfriador de amostra, coletor de fracées FRC-10A,
e detector UV/VIS SPD 10A. A coluna utilizada foi ACE 3 C18-300
(250 mm x 4,6 mm), mantida em temperatura ambiente. A fase
movel A consistiu de acido trifluoroacético 0,1% (TFA 0.1%) em
agua, fase movel B de acetonitrila (ACN): TFA 0,1%, com gra-
diente descrito na FE'; fluxo de 1,0 mL/min e comprimento de
onda de deteccao 214 nm. Os dados foram processados utili-
zando Class - VP 6.13 SP2. O volume de injecao foi de 100 pL.

Digestdo enzimatica

A solucao de tripsina (Promega V5228A) foi preparada dissol-
vendo 100 pg em 100 pl de acido acético 50 mM (solucédo estoque
1,0 pg/pL). Desta solucao estoque, foram tomados 14 pl e dilu-
idos em 1 ml de bicarbonato de aménio (NH,HCO,) 50 mM, para
o preparo de uma solucao de trabalho de tripsina. Foi preparado
um branco, com o tampao e demais reagentes e um padrao de
INF-a2b na concentracao de 7 pg/mL em tampao NH,HCO, pH
8,4. Esta concentracao é a esperada para a amostra. As fracoes
coletadas da CLAE-FR foram liofilizadas, e, posteriormente, adi-
cionados 100 pL de tampéao NH,HCO, pH 8,4, homogeneizados em
vortex, acrescidos de 10 pL da solucdo de trabalho de tripsina.
As amostras permaneceram em Thermomixer®, com agitacao a
37°C por 18 h. Na segunda etapa de digestao foram adicionados
aos tubos mais 10 pl da solucao de trabalho de tripsina, com
periodo de 4 horas em Thermomixer®, com agitacdo e tempera-
tura de 37°C. A seguir amostra, padrao e branco foram submeti-
dos ao procedimento de digestao?*?'.

Os tubos com os peptideos foram guardados a -20°C para poste-
rior analise por espectrometria de massa.

Espectrometria de massa (EM)

Para a identificacao 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 solucéo
saturada dessa matriz em agua, ACN (1:2) e TFA (0,2%). Essa solu-
cao foi misturada com solucao dos peptideos em partes iguais,
de modo a ter a relacdo de 1.000 a 10.000 vezes mais molécu-
las de matriz que moléculas de peptideo. A aliquota de 5 pL da
amostra previamente submetida a digestao, adicionou-se 5 pL da
matriz. Aplicou-se 0,5 pL dessa mistura em um porta-amostras,
que, apos a secagem, se cristalizou?.
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Para a aquisicao dos espectros, o espectrometro foi operado no modo
refletido, com deteccao para ions positivos. A calibracdo do equipa-
mento foi feita com kit de peptideos padrées da Brucker Daltonics.
Os espectros foram processados no programa XACQ 4.02.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia de filtracdo em gel
(CLAE-FG)

Esse experimento foi realizado no mesmo cromatografo utilizado
na CLAE-FR. As condicdes especificas foram: a coluna Superdex®
75 GL (GE Healthcare) com a fase movel tampao, PB 50 mM pH
7,0, NaCl 150 mM, 5% propanol, fluxo: 0,4 mL/min, comprimento
de onda de 214 nm, volume de 100 pL. A fracao correspon-
dente ao INF-a2b foi coletada manualmente e concentrada em
Speed-Vac®*?.

Determinacao quantitativa de proteinas

A determinagao quantitativa de proteinas foi usada para acom-
panhar o teor nas fragdes coletadas dos métodos cromatografi-
cos, que foi determinada pelo método de Bradford, utilizando o
protocolo para determinacao em microplacas?.

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

O SDS-PAGE foi usado para avaliar a homogeneidade proteica das
fracoes coletadas dos procedimentos utilizando CLAE-FG e FR.
Aliquotas de 10 mL das fracoes coletadas de CLAE-FG, adiciona-
das de 10 mL de solucao de B-mercaptoetanol, foram aplicadas
em gel concentrador de 5% e gel de acrilamida 15%, segundo
Laemmli¥, e colocadas no sistema de eletroforese Mini-Protean
Il (Bio-Rad), nas condicdes de corrida previstas em protocolo do
fabricante. A coloracao pela prata foi aplicada para evidenciar as
bandas do INF-a2b?. Os géis obtidos foram digitalizados no densi-
témetro GS-800 Bio-Rad, com o auxilio do programa Quantity One
(Bio-Rad). As massas moleculares de cada banda foram estimados
comparativamente a padroes de baixa massa moleculares.

Uso de membrana de imunoafinidade para remocado de SAH
das amostras

Procedimento com membrana de imunoafinidade foi empregado
para diminuir a quantidade de SAH para facilitar a separacao croma-
tografica do INF-a2b da SAH. Foi seguido o protocolo do fabricante?.

Espectroscopia de dicroismo circular

A metodologia de espectroscopia de dicroismo circular foi utili-
zada para avaliar a estrutura secundaria do INF-a2b a partir da
purificacdo por imunoafinidade/gel filtracao®. As fracdes cole-
tadas de CLAE-FG, concentradas em Speed-Vac®, foram subme-
tidas ao procedimento de dialise, utilizando membrana de cut
off 10 kDa, contra tampao fosfato 10 mM, pH 7.4%". Um padrao
de INF-a2a da FE foi diluido com o tampéo fosfato 10 mM, pH
7,4, de maneira a obter concentracdo semelhante a da fracao
coletada. Os espectros foram obtidos no espectrometro Jasco
em células de quartzo de 1 cm.
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Espectroscopia de Fluorescéncia

A espectroscopia de fluorescéncia foi utilizada para avaliar
a estrutura terciaria das fracoes coletadas de CLAE-FG. Estas
fracoes coletadas foram concentradas em Speed-Vac®, subme-
tidas ao procedimento de dialise, utilizando membrana de cut
off 10 kDa, contra tampao fosfato 10 mM, pH 7.4. Os espectros
foram obtidos pelo espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301 PC,
em células de quartzo de 1,0 cm de caminho otico, utilizando
comprimentos de onda para excitacao de 280 nm e 295 nm, com
tamanho da fenda de 5,0 nm. A emissao foi lida de 200 nm até
400 nm. A leitura do tampéao fosfato foi subtraida como branco®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Separacao do INF-a2b dos demais componentes da formulacao
por CLAE-FR

A CLAE-FR é uma técnica bastante utilizada na separacao de protei-
nas, devido a sua elevada resolucao. Nesse estudo foi possivel sepa-
rar o INF-a2b da SAH com uma boa resolucao (7,3), conforme mos-
trado na Figura 1(a), do perfil cromatografico obtido da formulacéo
de INF-a2b. O pico cromatografico referente a SAH, presente em
excesso na amostra, apresentou tempo de retencao de 58,1 min.
0 segundo pico, identificado como INF-a2b, apresenta tempo de
retencao de 66,8 min, o que foi confirmado pela injecao do padrao
da FE conforme mostrado na Figura 1(b). A CLAE-FR se mostrou efi-
ciente para a separacao INF-a2b/SAH. A hidrofobicidade do INF-a2b
€ superior a da SAH, como pode ser constatado nos cromatogramas
da Figura 1(a) e (b), o que facilitou bastante a separacao.

A homogeneidade proteica do pico de 66,8 min foi avaliada por
SDS-PAGE das fracoes coletadas da CLAE-FR, apresentada na
Figura 1(c). Foi observada uma banda com 19 kDa, que corresponde
ao peso molecular do INF-a2b. Além disso, ha existéncia de bandas
de pesos moleculares maiores do que o INF-a2b, com 57 kDa. Na
literatura, essas bandas sao relacionadas a trimeros do INF-a2b33,
Esse resultado comprovou que o INF-a2b se apresentava numa
pureza adequada a caracterizacao por espectroscopia de massa.

Analise do INF-a2b por EM

Inicialmente, para estabelecer a metodologia, foram usados
padroes de INF-a2b da FE e de SAH (Sigma) hidrolisados pela
tripsina. Apesar dos picos coletados na CLAE-FR apresentarem
pureza adequada, um padrao de SAH também foi preparado para
EM (resultados nao apresentados). O objetivo desse experimento
foi determinar se havia uma contaminacao por SAH que nao
tivesse sido detectada no SDS-PAGE.

Na Tabela sao dadas as sequéncias esperadas de aminoacidos dos
peptideos dessa digestao e as correspondentes massas monoisoto-
picas [M + H]*, as tedricas e as observadas, de cada peptideo, tanto
para o padrao da FE quanto para a fracao coletada de CLAE-FR.

Nessas condicOes, a cobertura de sequéncia observada para o
padrao de INF-a2b foi de 72,7%. Foram observados peptideos
correspondentes a 120 do total de 165 aminoacidos no INF-a2b.
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Figura 1. (a) Cromatograma da formulacao de INF-a2b; (b) Cromatograma do padrao de INF-a2b FE. Experimentos realizados nas mesmas condicoes: 100 pL
de solucao, 35 pg/100 pL, coluna ACE 3 C18-300, 250 mm C x 4,6 mm diametro, fase movel 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; (c) Analise de SDS-PAGE das fracdes coletadas da CLAE-FR em
(a): (1) padrao de peso molecular; linhas (2), (3), e (4) fragbes coletadas de CLAE-FR, com tempo de retencao de 66 min.

Tabela. Sequéncias esperadas de aminoacidos dos peptideos para a hidrélise triptica de INF-a2b e as correspondentes massas monoisotopicas [M + H]*. A
coluna das massas experimentais se refere aos valores observados nos espectros do padrao de INF-a2b da FE e da fracao coletada.

[M + H]* (Da)?

N’ Posicao Sequéncia de aa dos peptidios Teorica pe Ir’ (%) Fes I (%)
1 84-112 FYTELYQQLNDLEACVIQGVGVTETPLMK 3902,6 n.o.® - n.o.

2 50-70 AETIPVLHEMIQQIFNLFSTK 2459,3 2459,2 4,5 n.o -

3 34-51 HDFGFPQEEFGNQFQKDR - 2225,9 98,3 2225,9 100,0
4 34-49 HDFGFPQEEFGNQFQK 1954,8 1954,8 87,4 1954,8 33,7
5 150-162 SFSLSTNLQESLR 1481,7 1481,7 100 1481,7 71,4
6 71-83 DSSAAWDETLLDK 1450,6 1450,6 6,2 n.o

7 1-12 CDLPQTHSLGSR 1313,6 1313,6 38,3 n.o

8 135-144 YSPCAWEVVR 1209,5 1209,1 + 2116,9 51,4 1209 + 2116,3 44,9
9 14-22 TLMLLAQMR 1076,5 1076,5 81,5 1076,7 26,8
10 24-31 ISLFSCLK 910,5 910,6 + 2116,9 26,5 910,6 + 2116,3 14,3
11 113-120 EDSILAVR 902,4 902,6 9,5 901,9 19,5
12 126-131 ITLYLK 750,4 750,7 4,4 n.o

13 145-149 AEIMR 619,3 n.o. - n.o

14 122-125 YFQR 613,3 n.o. - n.o

1N: Nimero do peptideo; 2[M + H]*Tedrica (MH*): obtida submetendo-se a sequéncia do INF-a2b a ferramenta PeptideMass (www.expasy.org); 3Ir:
intensidade relativa; 4 P: padrao FE; 5 FC: Massa observada na hidrélise da fracao coletada; 6n.0: nao observado.

Considerando que, devido a especificidade hidrolitica da tripsina,
com a formacao de aminoacidos livres e di/tripeptideos que nao
sao detectaveis nessas condicdes, o total de aminoacidos que
poderiamos detectar com esse método é de 154, uma cobertura
de 78% foi atingida, que é uma cobertura bastante elevada®.

Observagoes importantes podem ser feitas a partir dos resulta-
dos do padrao da FE. De acordo com a Tabela, os peptideos 3 e 5
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tém caracteristicas em suas sequéncias que sdo correlacionadas
ao aumento da ionizacdo®. Ambos tém arginina no C terminal,
sendo que o peptideo 3 tem também histidina no N terminal.
E importante destacar que o peptideo 5 é o que apresenta o sinal
mais intenso em espectros de massa ja publicados do INF-a2b?:3,

Por outro lado, os peptideos menos intensos tém caracteristi-
cas em suas sequéncias que reduzem a ionizacdo®. Quanto ao
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C terminal, o peptideo 6 tem lisina, o peptideo 7 tem arginina,
além de cisteina no N terminal. Ambos possuem aspartatos como
residuos internos, sendo que 6 tem também um triptofano.

As pontes dissulfeto, ligacoes importantes para a estabilidade da
estrutura tridimensional de proteinas, apresentam-se de forma
correta, de acordo com os resultados. Outro ponto que foi obser-
vado nos espectros das amostras foi a conservacao da ponte dissul-
feto entre as cisteinas 29 e 138 ([M + H]* 2117,5), demonstrando
que essa caracteristica importante da estrutura do INF-a2b esta
preservada no produto comercial analisado apds as manipulacoes
nos procedimentos realizados. Foi observado um pico intenso com
MH* de 2116,9. Esse valor corresponde a associacdo, via ponte
dissulfeto, dos peptideos 8 e 10. Como nao foi utilizado redutor
na preparacao da amostra, parte da ponte de sulfeto se manteve
e parte foi reduzida, formando os peptideos 8 e 10.

Um pico intenso, com [M + H] igual a 2225,9, foi observado
(peptideo 3). Esse valor corresponde a massa de um pepti-
deo onde nao ocorre hidrélise pela tripsina na sequéncia KDR.
A perda desse sitio de hidrdlise pela tripsina ja foi observada
anteriormente na analise do INF-a2b?.

Houve uma coincidéncia dos peptideos ndo observados com
resultados preliminares da literatura, para a analise de INF-a2b
matéria-prima?’ e em analise do padrao da FE*.

A proxima etapa foi a andlise do INF-a2b presente nas formu-
lacdes. O material coletado na CLAE-FR foi entdo submetido a
hidrélise por tripsina e os peptideos resultantes foram analisados
por EM.

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

A cobertura de sequéncia atingida com essa analise para as
amostras das formulacdes farmacéuticas foi de 34,5%, sendo
identificados 57 aminoacidos em um total de 165. Partindo-se da
possibilidade de deteccao 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 deteccao de 154 aminoacidos,
chegariamos a 48,7% de cobertura.

QOutro ponto que foi observado nos espectros das amostras foi a
conservacao da ponte dissulfeto entre as cisteinas 29 e 138 ([M
+ H]* 2117,5), demonstrando que essa caracteristica importante
da estrutura do INF-a2b esta preservada no produto comercial
analisado ap6s as manipulacdes nos procedimentos realizados.

Avaliacdo da estrutura molecular do INF-a2b

Para que pudéssemos avaliar a estrutura molecular do INF-a2b foi
necessario desenvolver um método de separacdo SAH/INF-a2b
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nao desnaturante. A CLAE-FR é considerada uma técnica des-
naturante, com pH acido e alta concentracao de solvente orga-
nico, que muda a estrutura tridimensional durante a analise?’.
A técnica inicialmente testada para a separacédo foi a CLAE-FG.
Esse tipo de cromatografia demonstrou ser adequada, devido a
diferenca de volume hidrodinamico entre o INF e a SAH, que, em
principio, possibilitaria a separacdo. Além disso, a analise se da
em condicoes pouco desnaturantes, com baixa concentracao de
solvente organico e pH proximo a neutralidade, o que minimiza a
possibilidade de degradacédo do biofarmaco durante o processo.
O material coletado estaria nas condicoes adequadas para os
experimentos de dicroismo circular e fluorescéncia®.

CLAE-FG

A CLAE-FG é um método amplamente usado para analise de agre-
gados em proteinas, sendo que varios parametros, como a coluna
cromatografica, concentracao salina da fase movel, uso de sur-
factante e modificadores organicos, podem ser otimizados para
melhorar a separacao®®*. Varios parametros foram testados para
obter uma melhor separacao do INF-a2b da SAH, (resultados nao
mostrados). A melhor condicao foi alcancada a partir da adicao
de 5% de n-propanol a fase movel, com a funcao de diminuir as
interacdes hidrofobicas da formulacdo com a matriz que compée
a fase estacionaria®®*.

Nessas condicoes foi observada a maior diferenca de tempo de
retencdo obtido até entdo entre o pico de SAH, presente em
excesso, e o pico do INF- a,,, sendo em torno de seis minutos,
conforme pode ser visto na Figura 2(a). Por esse motivo o segundo
pico foi coletado, concentrado e analisado por SDS-PAGE, para
avaliar a homogeneidade proteica.

O resultado do SDS-PAGE é mostrado na Figura 2(b). As fracoes
coletadas apresentaram bandas correspondentes as massas
moleculares da SAH e do INF- a2b, demonstrando que a separa-
cao efetivamente nao foi completa.

Apesar da separacao obtida na CLAE-FG, o resultado do SDS-
-PAGE da fracao correspondente ao INF-a2b ainda apresentou
contaminacao por SAH. A dificuldade de melhorar a separacao
entre as duas proteinas poderia estar associada a pequena reso-
lucao atingida pela CLAE-FG e pela grande diferenca de con-
centracdo entre ambas. Por isso optou-se por um processo que
reduz a concentracao de SAH nas amostras. Com menos SAH, a
saturacao dos sitios da coluna seria menor e a separagao prova-
velmente melhor.

Uso de membrana de imunoafinidade para remocao de SAH
das amostras

A submissao da formulacao ao procedimento de imunoafinidade
foi acompanhada por SDS-PAGE, conforme mostrado na
Figura 3. Pode-se observar que o tratamento com a resina
reduziu bastante a presenca de SAH nas amostras, porém nao
eliminou completamente essa proteina. Provavelmente o grande
excesso molar da SAH saturou completamente a resina, sendo
que parte dessa proteina foi eluida junto com o INF-a2b.
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Figura 2. (a) Cromatograma da formulacao de INF-a2b obtido. Condigbes: coluna Superdex® 75 HR 10/30, 30 cm C x 10,0 mm diametro, fase movel:
tampéo, PB 50 mM pH 7,0, NaCl 150 mM, 5% propanol, fluxo: 0,4 mL/min, A 214 nm. (b) Analise por SDS-PAGE de fracdes coletadas, oriundas dos trés
sistemas testados, (1) Fracao de 28 min, fase movel: tampao, PB 50 mM pH 7,0, NaCl 150 mM, nPrOH 5%, (2) Fracao de 28 min, fase movel: tampao, PB
50 mM pH 7,0, NaCl 150 mM, (3) fase movel: tampao, PB 50 mM pH 7,0, (4) formulacéo, (5) padrao marcador de peso molecular.
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Figura 3. (a) Analise de SDS-PAGE de fracoes da formulagao de INF-a2b (1) padrao de massa molecular; (2) Formulagdo submetida a imunoafinidade (3)
Fracao correspondente ao pico de 28 min coletada de coluna Superdex 75 (4) Fracao da coleta de coluna Superdex 75, a partir da injecao da amostra
obtida por imunoafinidade; (b) Perfil cromatografico da fracao coletada da membrana de imunoafinidade, e padrao de INF FE (vermelho), condicoes:
coluna Superdex® 75 HR 10/30, 30 cm C x 10,0 mm diametro, fase movel: tampao, PB, 50 mM, NaCl 150 mM, 5% propanol pH 6,9, fluxo: 0,4 mL/min,

detector UV A, 214 nm.

A partir desse resultado, foi feita a combinacao dos procedimen-
tos de imunoafinidade e CLAE-FG, o que possibilitou a obtencao
do INF-a2b puro a partir das formulacoes. As amostras prepa-
radas dessa forma apresentaram homogeneidade proteica por
SDS-PAGE, como pode ser visto na Figura 3(a).

Dicroismo circular

0 efeito farmacoldgico de biofarmacos depende da integridade
de sua estrutura molecular. A degradacéo fisica, como perda
da estrutura secundaria e terciaria, compromete a capaci-
dade de ligacao do INF-a2b ao receptor, comprometendo o seu
efeito’>¢'7, Portanto, se fez necessaria a avaliacdo dessa inte-
gridade, sendo que as técnicas de dicroismo circular e fluores-
céncia podem ser empregadas para esse fim*.
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As fracdes coletadas do esquema de purificacao imunoafini-
dade/gel filtracdo foram entdo analisadas por dicroismo cir-
cular, sendo os resultados mostrados na Figura 4. O perfil do
padrao foi semelhante ao descrito por outros autores para o
INF-a2b em pH 7,4%"324, 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*, como
€ o caso do INF-a2b*'.

A fracao coletada mostrou um perfil distinto do padrao. A inten-
sidade 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 inversao da inten-
sidade das bandas, sendo que a segunda banda (-11,11) foi mais
intensa que a primeira (-7,87) (Figura 4).
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Esses resultados indicam que ha uma perda de estrutura
secundaria do INF-a2b presente nas formulacdes. Para com-
plementar esses dados, as amostras também foram avaliadas
por fluorescéncia.

Fluorescéncia

Inicialmente, os espectros da fracao coletada e do padrao da FE
foram comparados, conforme a Figura 5. O padrao apresentou um
espectro com maximos de emissao em 336 nm (A_ 280 nm) e 333
nm (A, 295 nm). As frages coletadas apresentaram maximos de
emissdao em 338 nm (A 280 nm) e 334 nm (A, 295 nm). Esses
resultados demonstraram que o INF-a2b presente nas formulacoes

20 A

B Interferon 2a 8ug/ml
B Padrao 7ug/ml

N
a

-
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Figura 4. Espectros de dicroismo circular do padrao de INF-a2a da
FE (7 ug/mL) em vermelho, e da fracdo coletada da Imunoafinidade/
CLAE-FG (8 pg/mL) em azul. Amostras em tamp&ao PB 10 mM, pH 7,4.
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tem uma exposicao das cadeias laterais maior que o padrao da FE,
indicando a possibilidade de desnaturacao da estrutura terciaria®'.

Outra informacdo importante que os espectros de fluorescéncia
fornecem ¢é a medida da intensidade da luz no A_,. Essa medida
é proporcional ao espalhamento de luz, fendbmeno que ocorre
devido a presenca de agregados em solucdo. O padréo teve uma
intensidade de 674,8 (A, 280 nm) e 280,6 (A, 295 nm). Nos dois
comprimentos as fracoes coletadas apresentaram uma inten-
sidade de 1015,6 que esta na faixa de saturacdo do detector
do fluorimetro. Esse resultado demonstra que a agregacao das
amostras € elevada, o que nao é observado no padréo.

Os resultados da avaliacao da estrutura tridimensional demons-
traram que nas amostras houve desnaturacao dessa estrutura.

De acordo com estudos apresentados por Qian*’, a complexidade
da estrutura proteica e as varias vias de agregacao e degradacao
podem ser induzidas por alguns fatores. O presente estudo cons-
tatou a degradacao fisica causada provavelmente pelos procedi-
mentos usados para obtencao do INF-a2b purificado, tais como
mudanca de temperatura, aumento da concentracao de sal na
composicao do tampao e as varias etapas necessarias para obter
volume suficiente para analise'¢%8.,

CONCLUSOES

Nesse estudo a separacao do INF-a2b da SAH presente nas formu-
lagbes foi realizada com método de CLAE-FR, resultando em uma
excelente separagdo da SAH e possibilitando a analise por MALDI-TOF.
Aanalise por MALDI-TOF do INF-a2b permitiu atingir 45,5% de cober-
tura da sequéncia do biofarmaco em formulacées farmacéuticas.

Para que fosse avaliada a integridade da estrutura tridimensional
do biofarmaco foi necessario desenvolver um protocolo de sepa-
racao do INF-a2b dos demais componentes da formulagcao comer-
cial, reduzindo-se inicialmente a SAH com um procedimento de
imunoafinidade e completando a purificacao com CLAE-FG e

200,000
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50,000 | /

0,000 T T T 1
305,0 350,0 400,0 450,0
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Figura 5. (a) Perfil de fluorescéncia do padrao de INF-a2b da FE (traco pontilhado) e da fracao coletada da CLAE-FG (traco normal). Excitacdo em 280
nm. (b) Perfil de fluorescéncia do padrao de INF-a2b da FE (traco pontilhado) e da fracao coletada da CLAE-FG (traco normal). Excitacao em 295 nm.

Amostras em tampao PB 10 mM, pH 7,4.
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SDS-PAGE. As fracoes obtidas foram analisadas por dicroismo cir- A implementacao da analise por MALDI-TOF na rotina é cara,
cular e fluorescéncia, o que permitiu a constatacdo da degrada- principalmente devido ao custo de aquisicao do equipa-
¢&o da estrutura tridimensional. mento. Isso poderia ser uma restricao a adocao desse método
em compéndios oficiais. Por outro lado, do ponto de vista
Esse estudo forneceu dados importantes que subsidiam o estabe- sanitario, o maior conhecimento sobre o produto é impor-
lecimento de um protocolo para a analise de INF- a2b em produto tante, pois ajuda a garantir sua efetividade e reduzir o risco
final, que podera substituir o mapa de peptideos tradicional por em seu uso. Além disso, o alto valor agregado do INF- a2b
cromatografia liquida, com a vantagem de fornecer um maior e seu uso cronico justificam a adocao de técnicas como o
numero de informagdes sobre a estrutura molecular do biofarmaco. MALDI-TOF.
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