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RESUMO - A eritropoetina humana recombinante (EPO-hr) € uma dliasproteinas
terapéuticas mais utilizadas em todo o mundo. A caracterizacdo estrutural detalhada de
glicoproteinas deve ser realizada para avaliar a reprodutibilidade lote a lote. Este estudo
objetivou caracterizar e avaliar um lote (Lote A) de ingrediente farmacéutico ativo (IFA) de
EPO-hr, mediante determinacdo de concentracdo de proteinas, massa molar, perfil de
isoformas e pureza, utilizando absorcdo no UV, SDS-PAGE, 2D-PAGE e CLAE-FR,
respectivamente. O sequenciamento peptidico foi determinado por espectrometria de massas
com fonte de ionizacdo do tipo electrospray e analisadores quadrupolo eEVMEES(-

QTOR. A concentracao protéica obtida para o lote A foi de 1ginth, massa molar por
SDS-PAGE de 40 kDa. O resultado obtido para 2D-PAGE evidenciaram 6 isoformas
majoritarias entre pl 4,5 e 6,5. Para o0 ensaio de pureza, foi encontrado o percentual médio de
99%. Pela técnica EM-ESI-QTOF foi possivel identificar o sitio de O-glicosilacdo na serina.
Pode-se, também, inferir que este sitio de O-glicosilacdo contém o fragmento HexNAc, pois
ha um incremento de massa de 203 Da entre o ion detectado com modificacdo e sem
modificagdo. Sendo assim, os resultados obtidos com as diferentes metodologias visando o
controle de qualidade e/ou controle em processo possibilitaram um maior entendimento das
amostras de IFA de EPO-hr.

1.INTRODUCAO

A insercao da tecnologia do DNA recombinante, em 1970, com o surgimento das enzimas
redricdo possibilitou a manipulacdo genética de micro-organismos, com a clonagem dos genes de
proteinas em diferentes sistemas de expressdo. Pode-se pleitear entdo, a obtencdo de prodult
biologicos, principalmente de biofarmacos, em quantidade consideravel pelas industrias
farmacéuticas. Assim, foi possivel a obtencdo das moléculas de interesse em larga escala come
por exemplo, a insulina, viabilizando sua comercializacdo (WALSH, 2003).

Diferentes sistemas de expressao sao utilizados para a producgéo de (bio)medicamentos, sen
cerca de 90% poE. coli, leveduras ou células de ovarios ldenster chinés Chinese Hamster
Ovary cells - CHO) (DRANITSARI et al., 2011). Sistemas procariotos, cofocoli, foram os
primeiros a serem manipulados para a producao de proteinas de interesse terapéutico, por serem
facil cultivo e terem alta produtividade quando submetidos a escala industrial. Entretanto, este
sistema de expressdo ndo pode ser aplicado a producdo de todas as moléculas de interes
principalmente as proteinas mais complexas, como as proteinas glicosiladas ou glicoproteina
(proteinas que incorporam oligosscarideos a sua cadeia polipeptidica em uma sequéncia conser
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de aminoéacidos), devido a auséncia de aparatos bioquimicos para a realizacado de modificaces p«
traducionais como, por exemplo, formacdo de pontes de dissulfeto, desamidacdo, desaminaca
gama-carboxilacao e glicosilacdo (DRANITSA®HI., 2011 e BUTLER2008).

1.1A Eritropoetina Humana Recombinante EPO-hr

Na producao da eritropoetina humana recombinante (EPO-hr), uma glicoproteina com 165
aminoacidos, figura 1, cujo padréo de glicosilagdo é analogo a proteina endoégena, sdo empregad
células CHO. A EPO-hr possui massa molar que pode variar entre 34 — 40 kDa devido a micro
heterogeneidade da porgdo oligossacaridica. Os oligossacarideos representam 40% da massa m
da EPO-hr e podem apresentar uma estrutura bastante variada, o que deve ser avaliado, ja c
muitos destes oligossacarideos sdo responsaveis pela interacdo de EPO-hr com os recepto
celulares (WALSH & JEFFERIS, 2006). Alteracbes na cadeia polipeptidica podem afetar sua
poténcia (MIRE-SLUISet al., 1996 e CASTILHOet al., 2008). Além disso, as cadeias de
oligossacarideos ligadas a cadeia polipeptidica da proteina exercem influéncia sobre sue
propriedades farmacocinéticas (GILG et al., 19
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Figura 1: Sequéncia de aminoacidos de EPO-hr com os sitios de glicosilagao identificados: N-glicosilagdo Asn
24; Asn 38 e Asn 83; O-glicosilac@o Ser 126 e as pontes dissulfeto (Adaptado de &Va@N@013)

O estudo da cadeia polipeptidica e dos oligossacarideos em glicoproteinas representa ur
desafio analitico quando comparado a outras classes de biomoléculas e como consequéncia, ex
um conjunto de metodologias para esta finalidade. Independentemente do padréo de glicosilagao
proteina, diferentes analises podem ser empregadas para elevar o grau de precisao dos resultado
que separadamente fornecem informacgdes limitadas. Algumas técnicas ja sédo utilizadas ha algu
tempo, como cromatografia liquida e eletroforese. Recentemente, a analise por espectrometria «
massas foi incorporada a estas metodologias e vem sendo bastante utilizada e difundida pa
caracterizar proteinas recombinantes (JIA&IE ., 2012).

Este trabalho tem o objetivo de avaliar e caracterizar um lote de Ingrediente
Farmacéutico Ativo (IFA) para Eritropoetina Humana Recombinante por técnicas quimicas e
fisico-quimicas. Tais técnicas s&o: espectrofotometria por absorcdo no ultravioleta (UV),
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) e eletroforese bidimensional (2D-PAGE); cromatografia liquida de alta
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eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR) e espectrometria de massas com fonte de ionizacao
electrospray e analisadores quadrupolo-TOF (EM-ESI-QTOF).

2. MATERIAIS E METODOS

Reagentes, padrées e amdsRara anélise de SDS-PAGE e 2D-PAGE foram utilizados
reagentes do fabricante Merck exceto acrilamida (Sigma), bis-acrilamida (Sigma), Padréo de
peso molecular (PPM) Silver Sain Sandards, Low Range (Bio Rad). Para analise por
cromatografia em fase reversa foram utilizados reagentes Merck, e acido trifluoracético - TFA
(Tedia). Para espectrometria de massas foram utilizados os seguintes reagentes: Bicarbonato
de sddio (Merck), RapiGest SF® (Waters), ditiotreitol (Merck), iodocetamida (Sigma
Aldrich), tripsina (Promega), TFA (Merck), Acido Formico (Merck) e acetonitrila (Merck). O
lote do Ingrediente Farmacéutico Ativo de EPO-hr (purificado do sobrenadante de um
cultivo) foi fornecido por uma industria farmacéutica produt@adificado como Lote A.

Como controle foi utilizado um lote material de referéncia de EPO-hr, contendo 243 ug + 3,6
de alfa-EPO-hr e excipientes composto por: 60mg de trealose, 9mg de arginina, 0,3mg de
tween 20, 13,5mg de NaCl e 10,6mg deHN0,.1H,O com poténcia biolégica declarada de
24393 UL.

Sistema_espectrofotométrico: Foi utilizado um espectrofotdbmetro, modelo UV 1601-
Shimadzu, com cubeta de quartzo 1cm.

Sistema cromatograficdSistema Dionex Ultimate® 3000 configurado com bomba de
gradiente quaternario, degaseificador, forno para coluna, injetor automatico, detector DAD
(Detector de Arranjo de Diodos) e software Chromeleon® verséo 6.8 b Coluna analitica C18
Ace (250 x 4,6mm).

Sistema de eletroforese: Mini protean Il — Bio Rad, fonte eletroforética Amershan
Bioscience modelo EPS 3501 XL, densitdmetro Bio Rad modelo GS-800. Foi utilizado um
sistema Protean IEF Cell, strips de 7 cm de comprimento, faixa de pH de 3,0 a 10,0, kit starter
para eletroforese bidimensional (Bio-rad), densitdmetro, GS-800 Bio-Rsaftware PD-

Quest, Bio-Rad.

Concentracdo protéica por UV: Com o referido lote de IFA, em temperatura ambiente,
foi retirada uma aliquota para uma cubeta de quartzo, procedendo a leitura da absorvancia no
espectrofotdmetro Shimadzu utilizando como branco 4gua obtida pelo sistema Milli-Q. Com
base na leitura de Densidade Otica (D.O.), foi calculada, a concentracéo de proteinas e a raz&o
entre proteina e DNA

SDS-PAGE: Para verificar o peso molecular e a homogeneidade da amostra foi
montado cassete para preparagao do gel utilizando-se placas de vidro de 0,75mm e gel a 12%
de acrilamida. A corrida eletroforética foi desenvolvida com corrente constante de 30mA e
voltagem de 110V com volume de aplicagdo de 10uL para o padrao de peso molecular e
amostra. Apos a finalizacao da corrida, o gel foi corado seguindo o protocolo estabelecido por
Silva (2001) para coloracdo com Comassie e Blum, Bier e Gross (1987) para coloracdo com
prata.
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2D-PAGE: Aplicou-se 1251L da amostra na cuba do sistema Protean IEF Cell.
Colocou-se em seguida sobre a linha do sistema strip de 7 cm de comprimento, faixa de pH de
3,0 a 10,0 (Bio-Rad). A focalizacdo isoelétrica ocorreu nas seguintes condit&estet
250V por 20 min, com subida linear? Parte: 4000V por 2h, com subida lineat;Parte
4000V dé atingir um total de 20000V/hora, com subida rdpida. Terminada a primeira
dimenséo, os strips foram preparados para a segunda dimensdo com o kit starter para
eletroforese bidimensional (Bio-Rad). A segunda dimensé&o foi feita com o gel a concentracdo
de 12%. ApoOs a corrida eletroforérica, o gel foi corado pelo método da prata (BlL&IM
1987). O gel obtido foi entdo analisado utilizando um densitometro, GS®80Wated
Densitometer — Bio-Rad, e os dados foram obtidos com o auxilisoftware PD-Quest Bio-
Rad. Os valores de massa molar e o ponto isoelétrico de cada spot foram determinados
utilizando funcdes especificas do programa.

CLAE-FR: De acordo com Conceicdo (2003), utilizou-se coluna analitica C18 Ace,
solvente A: TFA 0,1% e solvente B: TFA 0,1% em acetonitrila: 1-propanol (3:1), fluxo:
1mL/min, gradiente: 0 — 5min: 2% B; 5 — 40min: 80% B; 40 — 50min: 80% B; 50 — 60min:
2% B; 60 — 70min: 2% B, volume de injecao: 100pL.

EM-ESI-QTOF: A 50uL da amostra e controle previamente dessalinizados, com
concentracdo de 1pg/pL foram adicionados 10uL de bicarbonato de aménio 50mM pH 8,5,
25pL de solucao RapiGest SF® 0,2% (um surfactante) e procedeu o aquecimento a 80°C por
15 minutos. ApoOs 15 minutos, centrifugou-se e adicionou-se 2,5uL de ditiotreitol 100 mM e
agueceu-se novamente a 60°C por 30 minutos. Finalizado o tempo de aquecimento, foram
adicionados 2,5uL de iodocetamida 300 mM e as amostras e controle foram mantidas ao
abrigo da luz a temperatura ambiente por 30 minutos. Apés o tempo de 30 minutos foram
adicionados 20uL de solucédo de tripsina 0,05ug/uL e realizou-se a hidrdlise enzimética a
37°Covernight. Adicionou-se 10uL de TFA 5% e centrifugou-se a 14000 rpm a 6°C por 30
minutos. Ultilizou-se para o sistema UPLUItta performance liquid chromatography)
coluna ACQUITY™ HSS (Waters) T3, 2.1 x 100 mm, fluxo 300 uL/min, temperatura coluna
60°C, solvente A: Acido Formico 0,1% e solvente B: Acido Formico 0,1% em acetonitrila e
gradiente: 0 - 6,06: 95% B; 6,06 — 10,06: 60%B; 10,06 — 14,06: 15% B; 14,06 — 16,06: 95%B.
E para HDMS (Waters), Modo ion positivo, capilar: 2.8 kV, cone: 30V, Energia de colisao -
baixa: Trap: 4 volts, transferéncia: 0 volts, Energia de colisdo - elevada: Trap: 4 para 5 volts,
rampa de transferéncia: 19 - 44 volisan time: 300 ms.A amostra e o controle de EPO-hr
foram submetidos a analise por espectrofotometria de massas apods a reducgédo e alquilagdo com
ditiotreitol e iodocetamida, respectivamente, e hidrélise com tripsina. Para avaliar os
peptideos encontrados experimentalmente foi utilizado o programa Biopharmalynx® para
obter os peptideos tedricos de EPO-hr a partir da hidrdlise com tripsina

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Determinagéo da concentracdo de proteinas pela técnica de espectrofotometria por
absorcéo no ultravioleta (UV)

Conforme mostrado na tabela 1, pode-se concluir que o resultado para a concentracao
proteica foi satisfatorio, ja que obteve-se concentracéo superior a 0,3mg/mL de acordo com a
Farmacopeia Europeia 72 edicdo. A relacao 280/260nm apresentou valor superior a 1,5, o que
evidencia que ha maior conteudo proteico que DNA. Os resultados de concentracao foi igual a
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1,0476 mg/mL. A determinacdo da concentracdo de proteinas por UV € um método
amplamente utilizado durante os procedimentos de purificacdo e separacdo de proteinas por
ser um ensaio simples e de facil execucdo. Todavia, deve-se conhecer o coeficiente de
extingdo molar da proteina, que para EPO-hr é igual a 1,345.

Tabela 1 —Resultado das leituras das absorvancias dos lotes de IFA, da concentracao e da relacédo proteina/DNA

respectivamente
Lote IFA D.O. 280 D.O. 260 Concentragao Relacéo
nm nm mg/mL 280/260nm
A 0,7789 0,4233 1,0476 1,84

3.2 Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Conforme mostra a Figura 1, o gel de SDS-PAGE para o lote A, foi possivel estimar a
massa molar em 40,09 kDa + 0,78 (39,24; 40,77; 40,25 kDa respectivamente) mediante a
presenca de uma Unica banda de EPO-hr de forma difusa. Esse formato difuso deve-se a
micro heterogeneidade da porcao oligossacarideo da EPO. A micro heterogeneidade desse
produto esta ligada ao numero de repeticdes das unidades lactosamina (NAcGlc-Gal), e a
presenca de acido sialico no final de cada ramificacdo das cadeias de oligossacarideos.
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Figura 1 — SDS-PAGE para amostra de IFA lote: A. 12 raia: Padrdo de baixa massa molar; 22 a 42 raias: amostra
emtriplicata. Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida 12% desenvolvida em sistema vertical Mini-
Protean lll, Bio-Rad, espacador de gel: 0,75cm. Corrida eletroforética realizada com corrente constante de 25mA
e voltagem de 110 — 150V. Tempo: 40 minutos. Volume aplicacdo das amostras e padrao: 10pL.

O resultado de massa molar de EPO-hr para o referido lote é coerente com os dados
disponieis na literatura que pode variar de 34-40 kDa devido a variedade da composicéo
glicidica. Sendo assim, a estimativa é satisfatoria.

3.3 Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

No gel bidimensional, conforme mostrado na Figura 2, pode-se observar uma unica
regdo (1) préxima a massa molar de 39 kDa apresentando seis bandas majoritérias e
diferentes pontos isoelétricos, variando de 4,5 a 6.5. Pode-se inferir que a producao deste lote
foi eficiente, ja que nao foi evidenciada a presenca de bandas eletroforéticas em outra regiao
do gel bidimensional.
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Figura 2 —Eletroforese bidimensional para EPO lote: B. Volume aplicado: 125 puL de amostra e strip de 7 cm.

Primeira dimensé&o: Mini-Protean Il Cell; Strip 3 — 10; Segunda dimens&o o Mini-Protean Il com gel de SDS-

PAGE a 12%. Corrida eletroforética realizada com corrente constante de 25mA e voltagem de 110 — 150V.
Tempo total: 240 minutos.

3.4 Pureza por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (CLAE-FR)

Conforme mostrado na Figura 3 é possivel observar o perfil cromatogréafico para a
amostra (em preto), branco (em azul) e controle (em roxo), com resolugdo satisfatoria. O
tempo de retencédo encontrado para as injecbes em triplicata foram 32,815, 37,792 e 32,710
minutos e os percentuais de pureza foram 98,27, 99,26 e 98,15% respectivamente.
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Figura 3 —Perfil cromatografico em fase reverEm roxo: Controle,em rosa Fase moével A (brancogm

preto: Amostra de IFA de EPO-hr em triplicalimha tracejada: gradienteCondi¢fes:Volume de Injecéo:

100uL, Fase mével A: 0,1% TFA; Fase mével B: 0,1% TFA em ACN: 1-propanol (3:1); Coluna: C18 Ace;
Fluxo: 1,0 mL/min; Comprimento de onda: 214nm.

3.5 Espectrometria de massas por electrosprgyara EPO-hr

Na Figura 4, pode ser observado o espectro de massas total (ions precursores) para a
amostra. NA regido de baixa massa € possivel observar a distribuicdo referente a
contaminagcdo com polietilenoglicol (PEG), devido a diferenca de relacdo massa/carga
correspondente a 44 {CHan:Ons2) €ntre os sinais, referente ao material uitlizado no

prepao da amostra.
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Figura 4 —Espectro total de massas referente ao lote IFA de EPO-hr. Equipamento: EspectrOmetro de massas
Waters Synapt G2 HDMS - tipo: ESI- QTOF

iz

Os peptideos ou aminoacidos APPR, R, AVSGLR, K, GK, LK e TGDR, ndo foram
idenificados os ions precursores na amostra com base no espectro total. A ndo identificacao
destes fragmentos deve-se ao seu tamanho, relativamente pequeno para sua deteccdo. Os
fragmentos VLER, YLLEAK, EAENITTGCAEHCSLNENITVPDTK e
GQALLVNSSQPWEPLQLHVDK nao puderam ser confirmados, com base no espectro de
fragmentos, jA que somente o ion precursor foi correlacionado aos sinais encontrados no
espectro total de massas conforme visto no lote A.

Na Figura 5, pode ser observado o espectro de fragmentos relacionados ao peptideo
EAISPPDAASAAPLR, onde as séries “y’ e “a’ identificadas para o para o controle
(superior) e amostra (inferior) foram demonstradas com suas respectivas massas protonadas.
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Figura 5 — Espectro de fragmentos §Bara o controle (superior) e amostra (inferior) de IFA de EPO-hr,
pepideo:EAISPPDAASAAPLR. Espectrometro de massas Waters Synapt G2 HDMS — tipo: ESI- QTOF

As séries y12, y11, y8, y7, y6, y5 e y4, para o peptideo EAISPPDAASAAPLR, foram
identificadas tanto para o controle e amostra. Somente a séries y14 foi encontrada na amostra.
Algumas séries ndo sdo visualizadas na amostra devido a intensidade do y11* (com detecgéo
de modificacdo). A diferenca de massa entre o ion y12 e o ion y11 é de 87,0298 Da, sugere
que o sitio O-glicosilacao esta posicionado no residuo de serina na posi¢cdo 6 e ndo na posi¢ao
12. Pode-se, ainda, inferir que este sitio de O-glicosilacdo contém o fragmento HexNAc (N-
acetilgalactosamina), pois h4 um incremento de massa de 203Da entre o ion yll* (m/z
1268,6484) e ion do y11 (m/z 1065,5708) mostrado na Figura 5.

4. CONCLUSOES
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As técnicas adotas neste trabalho (SDS-PAGE, CLAE-FR, 2D-PAGE, UV e EM)
contribuiram significativamente para melhor avaliacdo e caracterizacdo do lote de IFA de
EPO-hr. Neste trabalho foi possivel estimar mediante a técnica de SDS-PAGE a massa molar
de IFA de EPO-hr, sem grande variabilidade, em 40,09 kDa para a amostra, percentual de
pureza superior a 99% por CLAE-FR, 6 isoformas majoritarias por 2D-PAGE, 1,1 mg/mL de
contetdo protéico e 10 peptideos dos 21 téoricos calculados pelo Biopharmalynx® foram
confirmados por EM.
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