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RESUMO

Bio-Manguinhos tem sido, nos Uultimos anos, o Unjgmdutor brasileiro de vacinas
meningocoécicas que sao utilizadas para o contralelabngca meningococica. Para garantir a
efichcia destas vacinas, sdo verificados dois datdeterminantes no controle de qualidade: a
pureza, dada pela concentracdo de acido siale@omcentracdo de-acetil dos polissacarideos.

O polissacarideo meningococico C (PSC) é constitdédacido sialico enquanto o polissacarideo
W135 (PSW135) é constituido de &cido sialico e ggate. O método classico utilizado no
controle destas moléculas é a espectroscopia U\(S¥isnnerholm e Hestrin), que demanda um
grande numero de manipulacdes no preparo das awmosimpactando negativamente no
resultado final da andlise. A espectroscopia de R&INMapaz de minimizar tal problema,
possibilitando, ainda, a reducédo na quantidaderdestia e tempo de analise, sem a necessidade
da construcdo de uma curva de calibragcdo. O peetrafialno tem como objetivo a utilizacédo de
RMN de 'H para identificacdo e quantificacdo (RMNg) dos PS®SW135, utilizando o
experimento GARP. A identidade das moléculas eodesioi verificada através da comparagéao
com os espectros dos padrdes de acido sialico (NA&lAjalactose, para confirmacdo dos
assinalamentos dos polissacarideos e da escolsiaal@ ser quantificado, e com os resultados
descritos na literatura. Os parametros para a ifigagéo foram otimizados em funcdo da razéo
sinal/ruido, e o tempo de espera foi determinadmds 0 método inversdo-recuperagdo. Os
parametros de aquisicdo dos espectros quantitdtivas:d; = 25seg; ns = 64 e T = 313K. Os
sinais utilizados para a quantificacdo do PSC farame H-8 e regido em 3,30 a 4,20ppm; e do
PSW135 foi o H-&; A sequéncia GARP gerou valores de pureza e @At menores do que
aqueles obtidos com a sequéncia padrdo, mostraimdpaatancia da remocéo dos satélit¥s
para a quantificacdo dos analitos. O método dedibeese Capilar foi adaptado como método
alternativo de quantificagdo do PSW135, gerandolteetos satisfatérios. Foram realizados
estudos de pré-validacdo do método de RMN(q parsatificacdo do PSW135, o qual atendeu
aos requisitos preconizados pela ANVISA. Os ragiold obtidos pelos trés métodos estudados
neste trabalho apresentaram-se satisfatorios, amées os polissacarideos tem pureza acima de
80% e o PSC possui um teor de OAc acima de 1,5mgolA andlise estatistica mostrou
diferencas significativas entre os trés métodosiémo todos podem ser utilizados na
guantificacdo das moléculas. Dentre estes métald®)MNQ apresenta vantagens pois € um
método rapido e capaz de determinar a identidadegzp e o teor dé-acetilagdo dos
polissacarideos em um Unico experimerim conclusdo, o método proposto gera resultados
satisfatorios, porém ainda necessita de pequeunstesgjpara ser introduzido na rotina de controle
de qualidade dos polissacarideos meningococicasizadbs na producdo das vacinas
meningocacicas polissacaridicas e conjugadas erAviBigguinhos.
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ABSTRACT

Bio-Manguinhos has been, in recent years, the prdgucer of meningococcal vaccines that are
used for the control of meningococcal disease. ilsuee the effectiveness of these vaccines are
checked two determining factors in quality conttbke purity obtained from the concentration of
sialic acid, and the concentration@facetyl groups. The meningococcal polysaccharige &)
consists of sialic acid while polysaccharide W185YV135) is composed of sialic acid and
galactose. The classical method used in the quetititrol of these molecules is the UV-Vis
spectroscopy (Svennerholm and Hestrin), which regua large number of manipulations in the
preparation of the samples, negatively impactirgfthal result of analysis. NMR spectroscopy
is able to minimize this problem, enabling furtmeduction in the sample amount and analysis
time without the need of building a calibration \&ir This study aims the use B NMR to
identify and quantify (RMNq) PSC and PSW135, usB®§RP experiment. The identity of the
molecules under study was verified by comparisoth he spectra of the sialic acid (NANA)
and galactose standards, to confirm the polysam#snassignments and select the signal to be
measured, and with the results described in teetiire. The parameters were optimized for the
guantification as a function of signal/noise raamd delay was determined using the inversion
recovery method. The acquisition parameters of tpaéine spectra were: d1 = 25sec; = 64 ns
and T = 313K. The signals used for measuremen&af Were H-7 and H-8 and 3.30 to 4.20 ppm
region, and for PSW135 was H-3eq. The GARP sequgenerated values of purity and OAc
content lower than those obtained with the standaqglence, showing the importance of the
removal of satellite$°C for quantification of the analytes. The capill@gctrophoresis method
was adapted as an alternative method to quantii/E3S, producing satisfactory results. Pre-
validation studies were performed for quantificataf PSW135 using the gNMR method, which
attended the recommended requirements by ANVISA. rEisults obtained by the three methods
were satisfactory, where both polysaccharides Ipavity above 80% and the PSC has a content
of OAC above 1.5 pumol/mg. Statistical analysis shdvsignificant differences among three
methods, but all can be used in the molecules gication. Among these methods, the gNMR is
advantageous because it is a quick method and leet@wetermine the identity, purity and
degree of polysaccharid®-acetylation in a single experiment. In conclusitime proposed
method generates satisfactory results, but stdtaeminor adjustments to be introduced into the
routine quality control of meningococcal polysaaothes used in the production of
polysaccharide and conjugate meningococcal vacanBs-Manguinhos.



1- INTRODUCAO

1.1- A doenca meningocécica
O termo meningite significa a ocorréncia de um @sso inflamatdério das meninges, que
sdo membranas que envolvem o cérebro. Tal prodedismnatério pode ser causado por

diferentes agentes infecciosos, conforme apresem@auadro 1.1 (Ministério da Saude, 2009).

Quadro 1.1-Principais agentes etiol6gicos causadores de giemifMinistério da Salde, 2009)

BACTERIAS VIRUS OUTROS
Neisseria meningitidis * Enterovirus Fungos
Haemophilus influenzae * Arbovirus * Cryptococcus neoformans
Streptococcus pneumoniae * Virus do Sarampo » Candida albicans
Mycobacterium tuberculosis * Virus da Caxumba « C. tropicalis
Staphylococcus aureus » Arenavirus
Pseudomona aeruginosa «HIV1 Protozoarios
Escherichia coli » Adenovirus » Toxoplasma gondii
Klebsiella sp « Virus do grupo Herpes » Trypanosoma cruzi
Enterobacter sp « Varicela Zoster * Plasmodium sp
Salmonella sp « Epstein Barr
Proteus sp « Citomegalovirus Helmintos
Listeria monocytogenes * Taenia solium
Leptospira sp *Cysticercus cellulosae

As meningites causadas por virus e bactérias s@aigsmportantes, do ponto de vista da
saude publica, devido a sua ocorréncia e o pofeteiaausarem surtos (Stephens et al., 2007;
Ministério da Saude, 2009). Dentre as meningitesteb@anas, destaca-se a meningite
meningocdcica, causada pdlaisseria meningitidigMinistério da Saude, 2009):

A meningite meningococica foi descrita pela primeiwez em 1805, por Vieusseux,
ocasido em que foram definidos seus primeiros miasoclinicos. Tempos depois, suas alteracées
patoldgicas foram associadas a estes sintomasjcdawidescobrimento de material purulento na
base do cérebro, congestdo nos vasos das meniegadao sanguineo na superficie do cérebro

de alguns casos fatais (apud Cartwright, 1995).
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Em alguns casos, a bactéria pode penetrar a mukadagir a corrente sanguinea,
ocasionando uma doencga sistémica, denominada Ddé¢egagococica (DM), que apresenta
diferentes manifestac¢des clinicas, tais como: poaian meningococemia, epiglote, otite média,
conjuntivite, uretrite, meningite, septicemia fuh@mnte e morte (Vedros, 1984; Poolman et al.,
1995; Safadi et al., 2012a). A meningite meninga@cforma mais frequente, destaca-se
mundialmente por ser uma doenca grave devido aalsaanortalidade, potencial endémico e
rapida evolugéo, levando o paciente a obito em @aempo (Pollard e Frasch, 2001; Safadi,
2006; Stephens et al., 2007; Chang et al., 20ifag5ét al., 2012b).

O quadro clinico, em geral é grave, sendo caraetwi por febre, cefaleia intensa,
nausea, vomito, rigidez na nuca, prostracdo, caofusental e sinais de inflamacdo na meningea
acompanhados de alteragdes no liquido encefaladiago (LCR). Em casos fulminantes,
podem ser observados sinais de choque (Joshj 20@8; Ministério da Saude, 2009).

A transmissdo ocorre de pessoa a pessoa, atragégadarespiratorias, por goticulas e
secrecdes da nasofaringe, necessitando de contam i(residentes da mesma casa; creches e
escolas), ou contato direto com secrecao respmatidr paciente. Sua susceptibilidade é geral,
porém criangcas menores de cinco anos e adultogesale sessenta anos sdo mais vulneraveis.
Na populagéo, entre 5 e 10% de individuos sdo adores assintomaticos da bactéoade a
mesma permanece como comensal, colonizando a régifasofaringe (Stephens et al., 2007;
Joshi et al., 2009; Ministério da Saude, 2009; @&®al., 2012).

O tratamento utiliza antibiético, que deve seriin&to tdo logo seja possivel. Além disso,
outros tratamentos de suporte devem ser associedo® reposicdo de liquidos e cuidadosa
assisténcia meédica (Stephens et al., 2007; Joahi @009; Ministério da Saude, 2009).

Como estratégia de prevencdo, utilizam-se vaciiass vacinas sdo produzidas e
utilizadas mundialmente, no calendario basico aénagéo infantil, em casos de surtos ou como
indicagdo para grupos especiais (Silveira, 200hjst®rio da Saude, 2009).

1.2- Agente etiolégico
O agente etiolégico da DM foi identificado pelanpeira vez em 1887 por Anton

Weichselbaum, no fluido cerebroespinhal, e posterente denominadbleisseria meningitidijs

também conhecido como meningococo (apetoe, 1992; Pollard, 2004; Lemos, 2005).
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Neisseria meningitidisou meningococo é uma bactéria gram-negativa eulzajzs
pertencente a familibleisseriaceaeApresentam-se como diplococos (Figura 1.1), enmdode
gréos de café ou aspecto reniforme, sdo imévedoefarmam endosporo. Seu tamanho varia
entre 0,6-1,5um, dependendo da idade da cultura e fonte de isolam Crescem,
preferencialmente, em ambientes com 5-10% de &@e 35 - 37°C (Morley e Pollard, 2002;
Silveira, 2007; Stephens et al., 2007).

. ) -:. 2
Figura 1.1—Microscopia Eletrénica de VarreduraameningitidigSciencephoto Library, 2012).

N. meningitidispossui uma membrana celular interna (citoplasmatc outra externa,
separadas por uma parede celular composta de ipgptdno, conforme ilustrado na Figura 1.2.
A membrana externa é circundada por uma capsulesspolridica contendo numerosas
estruturas de proteinas de superficie (Morley éaRbl2002). Sua viruléncia esta relacionada
com a expressao destas moléculas (Stephens €20lr). A capsula polissacaridicas, seu
principal fator de viruléncia, confere resistériitagocitose e a lise celular mediada pelo sistema
complemento, além de oferecer protecdo contra @ mderno. As estruturas de proteinas de
superficie sdo capazes de interagir com a célukpdueira, permitindo sua aderéncia e
controlando o transporte de proteinas para o anebiemacelular (Morley e Pollard, 2002).

Os meningococos sdo classificados em sorogruposba@e na composicdo quimica e
reatividade imunolégica de seus polissacarideosutaes (Girard et al., 2006; Henriques et al.,
2006; Silveira, 2007), em um total de treze sorpgsu descritos até o momento (A, B, C, E-29,
H, I, K, L, M, W135, X, Y e Z) (Stephens et al.,®Q Hobb et al., 2010; Chang et al., 2012;
Safadi et al., 2012).



Para sobreviver como um comensal em humanos ou aomanvasor da corrente
sanguinea, 0s meningococos utilizam sofisticadosamemos genéticos (Tzeng e Stephens,
2000). A estratégia de sobrevivéncia mais conheidameningococos € a capacidade de troca
de material genético responsavel pela producaoagpauta polissacaridica, e com isso séo
capazes de “fugir” da protecdo imunolégica do oigjan hospedeiro. Assim sdo capazes de
mudar do sorogrupo B para o sorogrupo C, e viceayetevido a similaridade estrutural entre as
duas capsulas. Essa capacidade de mudanca deactpeatse importante devido ao amplo uso
de vacinas que induzem uma protecao sorogrupo{fispe(Swartley et al., 1997; Conference
report, 2007; Silveira, 2007; Safadi et al., 2012).

Membrana citoplasmatica

Espacio periplasmico

Membrana externa

Proteinas de membrana

Lipooligosacaridos

Pili

Capsula

Proteinas membrana
externa

Fosfolipidos

Figura 1.2— Constituicdo do envelope celular 88 meningitidiscom seus principais antigenos de
superficie (Rosenstein et al., 2001).

1.3- Aspectos epidemioldgicos da doenca

As infecgBes poN. meningitidis tanto na forma endémica quanto na forma epidémica
estdo associadas a altas taxas de morbidade didaaitaem todo mundo. Podem apresentar uma
variagcdo na sua incidéncia, de muito rara a atiepalmente ocorrendo entre 1 a 12 casos por
100.000 habitantes, principalmente em criancas mende 2 anos (Riedo et al., 1995; Lemos,

2005; Weidlich et al., 2008). O padrdo e taxa @guUéncia da doenca varia entre diferentes



regides geograficas e também entre a distribuipdasdrogrupos responsaveis (Morley e Pollard,
2002; Pollard, 2004; Stephens et al., 2007; Sé&fadi., 2012). A doenca é comum em regides de
clima temperado e tropicais, com aumento de casdgvwerno e na primavera, podendo estar
relacionados a doencas do trato respiratorio, giie fseqlentes nesta época do ano
(Goldschneider et al., 1969).

Cinco sorogrupos dd. meningitidigA, B, C, W135 e Y) tem sido responsaveis por mais
de 90% dos casos de meningite severa e septicemigndo mundo (Girard et al., 2006). A

proporcao de doenca meningococica por sorogrumo eegido é apresentada na Figura 1.3.
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Figura 1.3—Proporcéo da doenga meningocdécica por sorogryoo eegido, onde n = nimero de casos
(Halperin et al., 2011).

O sorogrupo A é mais comumente encontrado na Adifiiea. Nesta Ultima, a doenca
meningocdécica tem caracteristicas epidémicas elhtos ha mais de 100 anos, principalmente
em paises do conhecido “cinturdo da meningite”, spiencontra abaixo do deserto do Sahara,
numa regido de savana que vai do leste da Eti@paeste do Senegal (Morley e Pollard, 2002;
Safadi e Barros, 2006; Laforce et al., 2009). Nestgéo, tal sorogrupo é responsavel por 90%



dos casos (Harrison et al., 2009; Halperin et28111). A dltima grande epidemia causada pelo
sorogrupo A ocorreu no periodo de 1996 — 1997 Jtegglo em mais de 25.000 mortes e cerca de
200.00 casos registrados (Harrison et al., 2009).

Os sorogrupos B e C séo os responsaveis pela mdiosi casos da doenca em paises da
Europa e das Américas, também sendo responsaveisapos na Australia e Nova Zelandia
(Donaldson et al., 1999; Halperin et al., 2011). péoiodo entre 2006 e 2010, dados mostraram
gue 4435 casos foram identificados, em criancasoreende 5 anos, na Inglaterra e Pais de
Gales, onde mais de 58% foram causados pelo sp@@uO sorogrupo C se caracteriza por
acometer a doenca, principalmente, em adolescenjegens adultos (Stephens et al., 2007).
Casos da doenga, relacionados por tal sorogruposigo registrados com alta incidéncia no
continente Americano, principalmente na América Sid e Caribe, porém um percentual
consideravel também pode ser observado nos Esthidss e Canada. Na América Latina, o
principal pais acometido pelo sorogrupo C € o Breegistrando um alto percentual de casos nos
ultimos anos. Argentina, Chile, Venezuela e pailee€aribe também registraram o sorogrupo C
como um dos principais responsaveis por casos de(ldvrison et al.; 2009, Halperin et al.,
2011).

Desde 2000, o sorogrupo W135 tem sido reconheadaocresponsavel por surtos da
doenca meningocdcica na regido da Afriaa situacdo epidemiolégica vem se complicando,
devido a um encontro anual de peregrinos, em Igag, culminou em um surto da doenca. A
cepa responsavel por tal surto se espalhou popsoptises, gerando uma grande epidemia em
Burkina Faso, no ano de 2002 (Taha et al., 200dar&iet al., 2006; Stephens et al., 2007;
Harrison et al., 2009). Durante o periodo de 20@9¥0, foram identificados, aproximadamente
462 casos no sul da Africa (Halperin et al., 20CHsos da DM causados pelo sorogrupo W135
também tém sido observados na América do Sul, endggentina é o pais com o maior
percentual de casos oriundos de tal sorogrupostragdo 28% dos casos no inicio de 2008
(Harrison et al., 2009; Halperin et al., 2011; 8a& al., 2012).

O sorogrupo Y € responsavel por grande propor¢c@asies da DM ocorridos nos Estados
Unidos, sendo classicamente associado a quadnasedenonia (Koppes et al., 1977). Além dos
Estados Unidos, outros paises também tém regisitados de DM relacionados com esse
sorogrupo, tais como Canada, Taiwan e em menorogr@p os paises da América Latina e
Europa. A maioria dos casos esteve presente erngseiisas (Halperin et al., 2011; Safadi et
al., 2012).



Além dos cinco principais sorogrupos causadorePDla também foram observados
casos relacionados com o sorogrupo X. Nos ano®@@ € 2010 este sorogrupo foi associado a
um grande nimero de casos de DM em adolescen®@srkima Faso, na Africa. Desta forma, o
numero de casos de DM induzidos pelo sorogrupoc&ngou niveis epidémicos no mundo, o
gue estimula o desenvolvimento de vacinas efepaaa o controle dos surtos. Estes dois grupos
tém se alternado na inducdo de DM no cinturéo daingie, onde a doenca ocorre em ondas
epidémicas (Broker e Veitch, 2010; Safadi et &12).

No Brasil, segundo Morley e Pollard (2002), a DMdescrita pela primeira vez no ano
de 1906, se caracterizando pela ocorréncia dessesfmoradicos, principalmente nos meses mais
frios, e tendo registros de casos causados pelograpos A, B e C. Na década de 70 foi
registrada outra grande epidemia, causada pelogrspos A e C, que se iniciou em S&o Paulo e
se alastrou por todo pais (Ministério da Saudeb2@&fadi et al.,, 2012). Essa epidemia foi
controlada com a realizacdo de uma campanha nadeneacinacdo, que so foi possivel com a
criacdo de Bio-Manguinhos, e a transferéncia denolegia da produgdo da vacina
meningocécica AC do Instituto Merieux (Franca), &8v6 (Noronha et al., 1995; Barbosa,
2009). Na década de 80, ocorreu uma diminuicdo ncadéncia do sorogrupo A e uma
prevaléncia de 83% de DM causada pelo sorogrupa 8écada de 90 foi caracterizada pela
diminuic&o proporcional do sorogrupo B e um aumegmémgressivo do sorogrupo C. A partir do
ano de 2002, houve um aumento na proporcdo de casssciados a este sorogrupo,
prevalecendo até hoje. Recentemente foram relatzalms associados ao sorogrupo W135 em
S&o Paulo, Rio de Janeiro e Rio Grande do Sulr@ysapo C € o causador, de maior frequéncia,
da DM no Brasil. No ano de 2010, este sorogrupo résiponsavel por 75% dos casos
identificados, enquanto somente 6% foram provocgads sorogrupo W135 (Halperin et al.,
2011; Safadi et al., 2012).

1.4- Vacinas meningococicas

Segundo a Farmacopéia Brasileira (2010), vacinafi@ida como produto biolégico que
contem uma ou mais substancias antigénicas quadguaoculadas, sdo capazes de induzir
imunidade especifica ativa e com isso protegeraalienca causada pelo agente infeccioso que

originou o antigeno.



Inicialmente, as vacinas foram baseadas em prdjgagtilizando uma suspensao de
células bacterianas inativadas, através de calohoEa esses métodos ainda sejam eficazes e
utilizados para algumas vacinas, a descoberta da (substancia soluvel especifica”
(polissacarideo capsular) secretada por pneumoahgasite seu crescimento e com atividade
imunogénica, abriu as portas para um novo e impiatdesenvolvimento na tecnologia de
vacinas. Essa nova tecnologia veio para minimizar reacbes adversas (provavelmente
ocasionadas pelo alto nivel de endotoxinas) caaspela utilizacdo de suspenséo de bactérias
inativadas e para alcancar melhor eficacia (Jesnitg83; Frasch, 1990; Morley e Pollard,
2002).

A primeira vacina meningococica polissacaridicasuigesso, contra sorogrupos A e C foi
desenvolvida em resposta a uma epidemia ocorria prilitares dos Estados Unidos no ano de
1960, por uma cepa que se tornou resistente abidimd sulfonamida. Nesse periodo, os
procedimentos de cultivo da bactéria e os procedsogurificacdo dos polissacarideos foram
otimizados, com o objetivo de produzir vacinas @8blich et al., 1969 As vacinas
polissacaridicas constituiram as primeiras vachaderianas definidas quimicamente (Difabio,
1988; Frasch, 1990; Rosenstein et al., 2001; &tsdli, 2009).

Apesar do sucesso alcancado com o desenvolvimesdovedcinas meningocdécicas
polissacaridicas, foi observado que tais vacinasyiam uma eficicia limitada atribuida a dois
fatores (Frasch, 1990; Morley e Pollard, 2002; @afaal., 2012):

1- Baixa imunogenicidade em criangas menores de doos devido a auséncia de
maturidade do seu sistema imunolégico;

2- Nao inducado de memaria imunoldgica, proporcicloanma protecdo de curta duracao
em adultos e criangas maiores de dois anos. Devideo, as vacinas polissacaridicas ndo sao
utilizadas de maneira rotineira, estando indicaata grupos de alto risco ou epidemias.

Para reverter essas limitacdes, foram desenvolwedemas conjugadas com proteinas
carreadoras, tais como anatoxina tetanica ou idétéque sdo capazes de induzir uma resposta
imunolégica mais eficaz e duradoura (Richmond et2000a e 2000b; Borrow et al., 2001;
Silveira, 2007; Chang et al., 2012).

Atualmente, as vacinas meningocdcicas podem séspoaridicas ou conjugadas com
proteinas, sendo especificas para cada sorogrupdase na reacdo imunogénica do hospedeiro

ao polissacarideo (Ministerio da Saude, 2009).



Até os dias de hoje, as vacinas polissacaridicagac. meningitidissdo produzidas e
utilizadas mundialmente, em casos de surtos epm&miEssas vacinas podem ser monovalentes
(A ou C), bivalentes (AC), trivalentes (ACW135), até mesmo tetravalentes (ACW135Y). As
vacinas monovalentes e bivalentes sdo produzidaalgums paises da Europa, como a Franca,
por exemplo. A tetravalente tem sido produzidaEstados Unidos, Bélgica e Franca. No Brasil,
Bio-Manguinhos tem sido, nos ultimos 36 anos, ocdinprodutor brasileiro de vacinas
meningocdcicas monovalentes (A ou C), bivalentes) (@igura 1.4) ou trivalentes (ACW135).

Em relacdo as vacinas conjugadas, Bio-Manguinht® @ssenvolvendo uma vacina
conjugada brasileira contid.meningitidisdo sorogrupo C ha 13 anos, utilizando o método
modificado de aminacdo redutiva (Jennings & Lugow$R81; Lee Che-H & Frasch, 2005;
Jessouroun et al., 2005; Silveira et al., 2007)a Eacina apresentou resultados satisfatorios de
reatogenicidade e imunogenicidade em individuod&aris, em estudos clinicos de Fase | e |l,
em comparagdo com uma vacina comercial e seréadaaim estudos clinicos de Fase Il em
2013.
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Figura 1.4- Vacina contra meningite A e C — 10 doses, produpim Bio-Manguinhos

A producdo dos polissacarideos utilizados na faug@id da vacina polissacaridica de
Bio-Manguinhos acontece em parceria com o Instikimday, localizado em Cuba. Tal Instituto
produz os polissacarideos utilizando a metodoldgiarecipitacao alcodlica fracionada e realiza
os testes de controle de qualidade, de acordo soraquerimentos da Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) e as normas vigentes no Brasil, e \da para Bio-Manguinhos, onde novamente
é realizado o controle de qualidade (Gotschliclalet1969; WHO 1976; WHO 1978; WHO
1981; WHO 2004). Ap0s a comprovacdo de todos adtae®s satisfatérios, os mesmos sao
utilizados na formulagéo da vacina. Entretantogd@senvolvimento da Vacina meningocécica C

Conjugada, Bio-Manguinhos produz os polissacarigagfficados por uma nova tecnologia
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desenvolvida recentemente, que utiliza um procdssextracdo cromatografica, com finalidade

de filtracao.

1.5- Polissacarideos meningocdécicos

Polissacarideos capsulares sdo estruturas extgmesgntes na superficie bacteriana, e
como tal desempenham um papel chave na intera¢é® matdgeno e hospedeiro. Trata-se de
moléculas puras, sem presenca de massa bacterdadsica. Os polissacarideos produzidos por
diferentes sorogrupos dd. meningitidis constituem antigenos especificos para a vacina
meningocdcica e possuem estruturas quimicas ddiedas entre si (Difabio, 1988).

Na década de 30 foram descobertos os primeirosspekrideos, que apos serem isolados
foram testados em animais com o objetivo de byscaecao contra a doenga meningococica. As
primeiras técnicas de producdo de polissacaridasedaas em longo tempo de cultivos,
originavam produtos de baixo peso molecular que en&ficazes para estimular a producéo de
anticorpos em modelos animais. Na década de 6@cagcas de producdo e purificacdo de
polissacarideos foram otimizadas, passando a gelmsacarideos de alto peso molecular e
capazes de induzir uma resposta imunoldgica em lowa@mimais. O processo de producao
otimizado foi descrito por Gotschlich et al. (196%ssando a ser recomendado pela OMS para a
producdo de vacinas polissacaridicas, sendo wutilizgé hoje (Scherp e Rake, 1945; WHO,
1981; Morley e Pollard, 2002; Silveira, 2007).

Os polissacarideos capsulares meningocécicos sapostos de unidades sacaridicas,
podendo formar um homopolimero linear, compostarda Unica substancia quimica, como no
caso do sorogrupo C (Figura 1.5 (a)); ou um het#nmero linear, composto por dois ou mais
monossacarideos, como o sorogrupo W135 (Figura(l))s O sorogrupo A € composto de
unidades repetidas d¢-acetilmanosamina-1-fosfato com ligag@b—6. Os sorogrupos B e C
sdo homopolimeros de unidades repetidas de Beatetil neuraminico (um tipo de acido sialico
- NANA), com ligacdes glicosilicag2—8 e a2—9, respectivamente, sendo o sorogrup®-C
acetilado. Os sorogrupos Y e W135 sdo heteropabisnesendo o Y composto de unidades
repetidas de dissacarideos de &cido sialico esgliom 0 W135 composto de unidades repetidas
de dissacarideos de acido sidlico e galactosendodeu ndo seD-acetilado, dependendo da
cepa (Bundle et al., 1974; Bhattacharjee et alf5198orley e Pollard, 2002; Henriques et al.,
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2006; Gudlavalleti et al., 2007; Hobb et al., 20CBang et al., 2012). As estruturas quimicas de

tais sorogrupos séo apresentadas no Quadro 1.2.
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—9)}a-D-NeuSAC(7/BOAH2— (a) —8)-u-D-Galp-(1—s4)-0-D-NeuSAc(7/90Ac)-(2—  (b)

Figura 1.5 Estrutura quimica dos polissacarideos meningooédia) sorogrupo C e (b) sorogrupo W135
(Gudlavalleti et al., 2007; Broker et al., 2009)

Quadro 1.2- Estrutura quimica dos polissacarideos encontradessorogrupos mais freqiientemente
associados a doenca meningocdcica. (Bastos, 2005)

POLISSACARIDEOS MENINGOCOCICOS

Sorogrupc Unidade Ligacac Localizacao C-acetil

A - 6)-a-D-ManpNac-1( PQ- a-(1-6) C-3 de manosamina

B - 8)-a-D-NewNac-(2 - a-(2-8) Ausente

C - 9)-a-D-NewNac-(2 - 0-(2-9) | C-7 e C-8 do &cido sialicq
C-3 e (-4 da Glcj

Y - 6)-a-D-Glcp-Nac-(1- 4)-a-D-NeyNac-2- | a-(2-6) . o
C-7 do é&cido sialico

W135 - 6)-0-D-Glcp-(1- 4)-a-D-NeuwNac-2- 0-(2-6) | C-7 e C-9 do &cido sialicq

Podem variar, significativamente a sua capacidada @stimular producédo de anticorpos
especificos. Como regra geral, os polissacarideesagresentam uma constante de distribuicdo
(Kd) menor que 0,5 em cromatografia de exclusdeoubdr sdo considerados bons imundgenos,
enguanto que polissacarideos com Kd maior quee3ampéao fosfato com acetonitrila 15% pH
7 e coluna G4000, sdo pouco imunogénicos (Leer;I@macopéia Européia, 2005; Moore et
al., 2007).
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Os polissacarideos podem se apreséacetilados. Estes grupos podem estar presentes
em hidroxilas adjacentes no anel piranosidico dmag O grau de acetilacdo das hidroxilas é
variavel, podendo ser atribuido as diferentes gd@edi de crescimento da cepa e processos de
producdo dos polissacarideos. No sorogrupo C, wsogrOAc geralmente se apresentam nos
carbonos 7 e 8, e no sorogrupo W135, nos carboedd (Bhattacharjee et al., 1975; Kao e Tsali,
2004; Jones, 2005).

Muito tem se pesquisado a respeito da importanesagiupos OAc na estimulagcédo de
producdo de anticorpos contra os polissacaridessngeedcicos. Estudos tém apontado, que
tanto para o sorogrupo C, como para o sorogrupoSWd 3munogenicidade ndo é afetada pelo
grau deO-acetilacdo do polissacarideo (Jones e Lemerci2i®2; Longworth et al., 2002; Kao e
Tsai, 2004; Gudlavalleti et al., 2007).

1.6- Controle de Qualidade de vacinas meningococicas

Desde 1976, a OMS tem descrito recomendactes dieigio e controle de qualidade
para a vacina meningococica. Tais recomendacoestittem um “guia” para autoridades de
controle nacional e para produtores da vacina. &ord descrito no requerimento, o controle de
gualidade da vacina é baseado na pureza de seymmentes, no processo de sintese e na
composi¢cdo do produto final. Os métodos de andligdizados sdo meétodos classicos,
estabelecidos pelos requerimentos da OMS, e tardbéonitos na Farmacopéia Européia (2005).
(WHO, 1976; WHO, 1978; WHO, 1981, Jodar et al.,£00

Para que a qualidade das vacinas meningocdécicat (ta polissacaridica quanto a
conjugada) seja garantida, o controle de qualidadga-se com testes nos polissacarideos
utilizados na formulacdo da vacina. Tais testes ¢émo objetivo avaliar a conformidade dos
polissacarideos purificados. Os parametros dassasdisico-quimicas, para os polissacarideos

sorogrupos C e W135, sao descritos a seguir:

Contetudo protéico: determinado pelo método de Lowry et al. (1951)jzathdo albumina de

soro bovino como padrao, deve ser menor que 10degfwlissacarideo.
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Contetdo de &cido nucléicodeterminado por espectrofotometria UV-Vis, no campnto de
onda de 260nm, num caminho 6tico de 1 cm, assungnd@ absorvancia de uma solug¢édo 10g/L

de acido nucléico é 200. O conteudo deve ser ngre@fi0mg por grama de polissacarideo.

Concentracdo deO-acetil: determinada pelo método de Hestrin (1949), utilimacloreto de
acetilcolina como padréo, deve ser maior quaubl/mg de polissacarideo para o sorogrupo C,

e 0,3umol/mg de polissacarideo para o sorogrupo W135.

Concentracdo de &cido sialicodeterminada pelo método de Svennerholm (1957)zartdo
acidoN-acetil neuraminico como padréo, deve ser maior8eng/g de polissacarideo para o

sorogrupo C e 560mg/g de polissacarideo para grgo W135.

Percentual da distribuicdo do peso molecular:determinada em cromatografia de alta
performace por exclusdo de tamanho molecular (HPSHE@Ggh Performance Size Exclusion

Chromatography), mais de 75% deve eluir antes d®,Bdara o sorogrupo C, e mais de 80%
deve eluir antes do Kd 0,5 para o sorogrupo W1Bbtaanpéao fosfato com acetonitrila 15% pH

7 e coluna G4000.

A maioria das andlises fisico-quimicas, de contd#equalidade dos polissacarideos
meningocoécicos, utiliza ensaios colorimétricos irealos atravées da técnica de
espectrofotometria UV-Vis, que segue o principiddade Beer-Lambert (base matemética para
medidas de absorcdo de radiacdo pelas amostrasgypectrofotometria UV-Vis é um método
classico de analise e possui uma ampla aplicacdal®mratérios de controle de qualidade, tanto
para fins qualitativos quanto para fins quantitajvsendo muito empregada em quantificacdes
diretas de moléculas organicas e inorganicas, ipagee acidos nucléicos. Trata-se de uma
técnica reconhecida por apresentar uma simplicidagi® baixo custo operacional, ter uma boa
sensibilidade, além de gerar resultados de fatérpretacdo. Como qualquer outra técnica, a
espectrofotometria UV-Vis também apresenta alguheasantagens, que estdo relacionadas com
sua baixa seletividade. Esta caracteristica fazaquera ocorréncia de sobreposicao espectral seja
bastante frequente (Rocha e Teixeira, 2004). Qldgszantagem, diretamente relacionada a sua

utilizacdo no controle de qualidade dos polissdead, é ao quantitativo de amostra e ao grande
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namero de manipulacdo da mesma, que acarreta enmaioa probabilidade de erro. Para a
utilizacdo dessa técnica, faz-se necesséario umtitptas® de 100mg de amostra que sera
dissolvida em agua para originar uma solucdo estofyupartir desta solucdo € realizada outra
diluicdo para dar origem a solucdo de trabalhomAtsto, deve ser construida uma curva de
calibracdo utilizando uma substancia de referénoraercial e a utilizagdo de um padigo
housepara controle da analise.

Atualmente, vem sendo proposta a substituicdo dedog classicos de analise por
métodos fisico-quimicos mais modernos, tais contetroforese capilar (EC) e ressonéancia
magnética nuclear dél (RMN de'H) (Jodar et al., 2004; Holzgrabe et al., 2005).

No caso da Ressonancia Magnética Nuclear de hidimgBMN de'H), a Farmacopéia
Européia (2005) indica a sua utilizacdo em subgfitu as provas sorolégicas para o0s
polissacarideos do sorogrupo C na producdo de asmaonjugadas. Aléem da Farmacopéia
Europeia, varios artigos (Lemercinier e Jones, 1988es e Lemercinier, 2002; Jodar et al.,
2004; Bardotti et al., 2005; Jones, 2005; Xu et2l05a; Cuello et al., 2007; Gudlavalleti et al.,
2007; Silveira et al., 2007; Bardotti et al., 20@&rrido et al., 2012; Vipond et al., 2028m
propondo a substituicAo de métodos classicos aditiz para a verificacdo da identidade e da

pureza dos polissacarideos, pela espectroscofidtedeH.
1.7- Eletroforese Capilar (EC)

A eletroforese capilar € uma técnica de separacdoabse de substancias baseada na
migracdo de compostos idnicos/ionizaveis atravéandecampo elétrico, dentro de um capilar
preenchido com eletrolitos condutores adequadosesépta diversos modos de separacdo, cada
um sendo mais adequado dependendo do tipo de antpgdrestd sendo analisada. Séo eles:
eletroforese capilar de zona (CZE), cromatogrdi#@cinética micelar (MEKC), isotacoforese
capilar (CITP), focalizacdo isoelétrica capilar EE), eletroforese capilar em gel (CGE) e
eletrocromatografia capilar (CEC). As vantagenssaescnica estdo relacionadas a sua
simplicidade instrumental e completa automacéo rddise (injecdo e deteccdo em fluxo), a
compatibilidade com uma variedade de sistemas tecghio e a possibilidade de diferentes
modos de separacdo em uma Unica coluna. Além diessui um rapido tempo de andlise
utilizando volumes bastante reduzidos de amosti@sidem de nanolitros). Como desvantagem,

podemos dizer que essa técnica necessita de untegempo para o condicionamento do capilar,
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e caso esse condicionamento ndo seja realizadwrme torreta, ndo é possivel obter resultados
reprodutiveis (Tavares, 1996; Kannamkumarath et2802; Lamb et al., 2005; Ribani et al.,
2004; Souza, 2011).

EC vem sendo utilizada, com sucesso, em uma enaaniedade de areas, sendo a mais
frequente a andlise de produtos farmacéuticos.igesatle DNA e &cidos nucleicos, proteinas e
peptideos sdo suas utilizacbes mais populares. tBstéca vem se destacando na quimica
analitica pela sua capacidade de realizar anafijseditativas e quantitativas em amostras
farmacéuticas e bioldgicas (Altria, 1999; Lamblet2005).

Além das utilizagdes acima citadas, a EC tem smini@da como uma boa opc¢do no
controle de qualidade das vacinas meningococica®MS sugere que a determinacdo da
guantidade de proteina livre ha composi¢cdo da sagianingococica conjugada seja realizada
por métodos como cromatografia liquida de altagperénce (CLAE) ou eletroforese capilar. Na
literatura, a EC também é indicada para a sepadg@ooteina livre, ndo sé na vacina conjugada
meningocdécica, como também na vacina conjugadaa@meumococos; além de ser uma boa
opcdo para separacdo e quantificacdo de polisdaoaride diferentes sorogrupos Ha
meningitidis Para as andlises de proteinas livres em vacimgggadas, sdo descritas a utilizacdo
da CZE e da MEKC, enquanto para as andlises detifigegfio de polissacarideos utiliza-se
apenas a CZE (Lamb et al., 2000; Lamb et al., 2805za, 2011).

1.8- Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A espectroscopia de RMN é um método analitico, emtiqular, adequado para a
elucidagéo de estruturas quimicas de moléculasimage inorganicas pela interpretacdo de seus
espectros uni e bidimensionais, originados pelds diterentes ndcleos como, por exempl,
3¢, %, N, 3p, 1B, %n; senddH e **C os mais utilizados na quimica organica. A RMN
apresenta uma série de vantagens em relacdo assdéagrdcas espectroscépicas como: facil
execucao, rapido tempo de andlise, podendo seradal tanto para amostras soélidas quanto para
amostras liquidas, preservacdo da amostra, aagfiizde pouca quantidade de amostra (5 a
10mg, em sonda de 5mm) e a necessidade de um @neaimo da amostra (dissolugdo em
solvente deuterado adequado). E considerado undmeétimario de analise, pois ndo necessita

utilizar um padréao de referéncia (Pavia et al.,122@&armacopeia Europeia, 2005; Holzgrabe et
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al., 2005; Holzgrabe, 2010).Como desvantagem posletizer que € uma técnica relativamente
cara quando comparada as técnicas tradicionais.

Atualmente € um dos métodos mais importantes e omuillizado em trabalhos
académicos/cientificos e nas industrias, pois gerem um Unico experimento a determinacao
gualitativa e quantitativa da estrutura moleculdal¢ & Jancke, 2005; Santos e Colnago, 2013).

Na industria farmacéutica, a RMN tem sido utilizada controle de qualidade de

medicamentos com diversas finalidades (Holzgrad&Q@R

* Identificacdo de substancias;

» Elucidacao de estruturas quimicas;

» Determinacédo do nivel de impurezas e/ou princigives;

» Determinacdo da composicdo de farmacos multiconmtese

» Determinacdo da composicdo isomérica de uma mjstura

* Observagdo do curso de degradacdo / decomposigienies a impurezas e
principios ativos;

» Avaliacdo do teor de solventes residuais, e

* Andlise de falsificacdes e contaminacdes.

No campo das vacinas polissacaridicas, importagaeos foram obtidos através da
utilizagcdo da RMN. Os primeiros trabalhos datani@é5, como a elucidag&o das estruturas dos
polissacarideos (Bhattacharjee et al., 1975). Ef6,1%emercinier e Jones publicaram o
completo assinalamento do espectro de RMNHle detalhamento dos padrdes@tacetilacio
para os polissacarideos meningococicos utilizadopraducdo de vacina meningocécica. Tais
assinalamentos sdo considerados uma referénciagpdra as analises de identidade e controle
de qualidade de polissacarideos bacterianos dlilizaa producdo de vacinas, especialmente nos
polissacarideos oriundos taemophilus influenzagpo b (Hib), Streptococcus pneumoniae
Salmonella typhi Além disso, tem sido considerada uma ferramerdé#iosa para o
acompanhamento da producdo de vacinas glicocorggsgadno controle de degradacdo de
polissacarideos (Jones e Lemercinier, 2002; Hategr2010).
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1.8.1- Principios da Ressonancia Magnética NucleQuantitativa (RMNQ)

Sob condi¢gBes apropriadas de aquisicdo, a areandgnal no espectro de RMN (Ix) é
diretamente proporcional ao nimero de nucleos (\e) absorvem energia na radiofrequéncia
referente a este sinal, de acordo com a Equacéo 1.1

IX = Kaq NX 0.1

Onde:
Ix = Integral da area do sinal;

Kaq = constante do espectrometro que engloba divees@snetros de aquisi¢do dos espectros em
funcéo das caracteristicas da amostra. Quandg @ antida constante, pode ser eliminada da
Equacao;

Nx = numero de nlcleos associados ao sinal.

Assim, para a obtencédo do teor de um analito (Ridu8) em uma mistura é necessario o
uso de um padrao interno (PI), como o Trimetilgilibpionato de sédio (TSkL), com pureza
conhecida e, a partir da razdo da area dos sioaisspondente ao padrdo interno e da area do

analito, efetuar o calculo descrito na Equacéo 1.2:

p,. Ix Ner M, mp
lp Ny Mp M

(1.2)

Na qual:x = analito; P = pureza ; E area do sinal de ressonancias Numero de nucleos
gue absorvem na frequéncia do sinal de ressonahtia massa molar; m= massa de
amostra.(Soininen, 2008; Borges, 2009; Holzgrab&02Martino e Holzgrabe, 2011; Santos e
Colnago, 2013).
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Para que a RMN possa ser utilizada com fins qudiniis, cinco pré-requisitos devem ser
avaliados e/ou otimizados para cada analito, carbjetivo de garantir um resultado preciso e

exato (Holzgrabe, 2010).

TSP-o#
9 hidrogénios

/ metila do NAc
3 hidrogénios
H-1'
1 hidrogénio
) F} g

/6‘.0 5‘.5 5‘0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 “ (Z;Sm) 2‘.0 1‘.5 1‘.0 (;.5 0‘.0 -0.5 -1.0
Figura 1.6 — Espectro de RMN déH, 400MHz do PSW135 em.D, com TSpd,. O sinal referente ao

TSP4, (em 0,00ppm) é gerado por 9 nucleos, apresentamdgomaior intensidade em relagdo ao sinal
referente a metila do NAc (em 2,10ppm), que é genaar 3 nulcleos e ao sinal referente ao H-1’

(5,10ppm), que é gerado pelo hidrogénio 1 do mondigaactose.

Pré-requisito 1) “Pureza do sinal”: O sinal utilizado para a guiEcdacdo deve estar
claramente separado dos outros sinais e ser osmgies possivel. Desta forma, o simpleto é o
sinal mais apropriado, conforme ilustrado na Figui@a(Holzgrabe et al., 2005; Borges, 2009;
Holzgrabe, 2010).
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Figura 1.7 — Espectro parcial de RMN de, 400MHz do PSW135 em,D, com TSRd, (0,0ppm).

Pré-requisito 2) Presenca dos satélites: a presenca de satéGtes°Si podem interferir
no sinal utilizado para a quantificacdo. A sobrggas dos satélites com os sinais do analito ou
com sinais de possiveis impurezas presentes ndramatieram a area a ser quantificada (Figura
1.8). A area dos satélites deve ser subtraida &oslas ou experimentos com desacoplamento
desses sinais devem ser utlizados, tais comdslobally Optimized Alternating-Phase
Rectangular Pulse$GARP). Isto é de fundamental importancia, no cdsocexperimentos de
guantificacdo de impureza em quantidade menor ¢@8b,0nos quais o componente principal
esteja em quantidades acima de 99% (Holzgrabe)2010

GARP ¢é uma sequéncia de desacoplamento heteronuddeaucleos, sendo muito
utilizada com o objetivo de remover satélites'ifz em espectros unidimensionais de RMN de
'H. O desacoplamento dos sinais '€ é realizado durante o tempo de aquisicdo (AQ) do
decaimento livre de inducéo (FID) por irradiacdoaemtro de frequéncia de carbono (Figura
1.9). Como resultado o espectro de RMN'deé obtido sem os sinais dos satélites, conforme
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demonstrado na Figura 1.1Bste experimento torna a integral dos sinais arsetdizados na
guantificacdo mais exata (Pauli et al., 2007; BleaRoy, 2012).
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Figura 1.8 - Espectro de RMN diH, 400MHz do PSW135 em,D. Presenca de satélites'd@ no sinal
em Oppm, referente ao padrdo T&R-

d1

GARP
13C

Figura 1.9 — Representacéio grafica de um pulso de RMNHleom esquema de desacoplamento de

banda larga na regido i€ para eliminar os satélites f€ de um espectro unidimensional de RMN de
'H (Sequéncia GARP).
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Figura 1.10 — Espectros de RMN dt#H, 500MHz do padrdo NANA em . (a) espectro obtido
utilizando sequéncia GARP; (b) espectro obtiddzatildo sequéncia padréao de hidrogénio.

Pré-requisito 3) Aquisicdo de espectro sem rotacdo de amostratagdo da amostra,
durante a obtencdo do espectro quantitativo, poteferir na resolucdo do sinal utilizado,
gerando pequenos sinais indesejaveis conhecidos bamdas laterais, 0 que geraria erros no

resultado final da quantificacédo. (Soininen, 2088tzgrabe, 2010).

Pré-requisito 4) A constante Kq(Equagéo 1.1jue compreende uma serie de parametros
de aquisicdo que devem ser ajustados (Soininer8; 208lzgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012)
como:

- O pulso de excitacdo deve ser uniforme em tagelagaespectral de interesse. Para tal os
pulsos duros, normalmente utilizados na aquisig@iespectros de RMN d#l devem estar
calibrados. Os pulsos de excitacdo uniforme ganmamggee ndo haja interferéncia das bandas de
excitacdo lateral nas extremidades da janela espéEigura 1.11). No caso de experimentos
guantitativos, deve-se utilizar uma regiao adidiaf® 2 a 3 ppm nas extremidades da janela
espectral, e o pulso de excitacdo dado no centjaneta espectral (Holzgrabe, 2010).

- AQ é periodo de tempo necessario para recolhéadass de um Unico FID. AQ deve ser
suficientemente longo de modo a incluir o decaimeampleto até o ruido, a fim de evitar um

possivel truncamento do FID, o que geraria medigamtensidade inexatas. O espacamento de
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tempo entre pontos de dados sucessivos amostradeire chamado o tempo de permanéncia
(DW). O tempo total de aquisicao é o produto dameamento de tempo entre pontos (DW) e o
numero de pontos (TD), que determina a resolucdesgdectro apds a Transformada de Fourier
(FT) (Figura 1.12).

a) tempo b) frequéncia

J. i Banda de excitacio
lateral

i.:;>f_ JIJ\'w e

100H= 0 100H=

Figura 1.11 -a) Perfil no dominio do tempo do pulso duro calitm; b) perfil de excita¢cdo no dominio de
frequéncia.

1|J‘I|Ilw‘l'w_ Resolugio = Al_Q

d, H AQ
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DW_ N
i r %
7y Ak L FT ;/’ L

- I‘; SW-"2.4+; SWi2 4’|

01

285W
\ AQ=DW x NP
Resolugio —
AQ= m = VAQ _ W
I

o

Figura 1.12 -Definicdo do tempo de aquisicdo no dominio de temfrequéncia.

Quanto mais tempo o sinal € amostrado, melhor &regaéncia pode ser definida e mais
espacados o0s sinais estardo no espectro finalr@yd3). Em geral, se quisermos distinguir
duas linhas separadas por n Hz, o tempo de aquisiede ser de pelo menos 1/n segundos
(Holzgrabe, 2010).
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Figura 1.13 -Influéncia do tempo de aquisi¢cado na resolucadaligd espectro.

- O tempo de esperadelay (d;) (Figura 1.14a), o intervalo entre os pulsos, é de
fundamental importancia na aquisicdo dos espegtrastitativos e deve ser escolhido em funcéo
do valor do tempo de relaxacdo longitudinal) (@o hidrogénio mais longo dos sinais presentes
na amostra (sinais da amostra a ser quantificgdal&o interno de comparacao)d{deve ser,
no minimo, cinco vezes o valor deg, bnde 99,3% da magnetizacdo de equilibrio (dd)séna
medido. Os valores de;Tsdo determinados utilizando a sequéncia de puésongersao-
recuperacao (I.R.) (Figura 1.14b) (Holzgrabe, 2010)

Q
b) 180°

ERE TS -

a)

Figura 1.14 —a) Sequéncia de pulso para aquisicdo de RMRHd®) Sequéncia inverséo-recuperacio
para determinacéo dos valores de T
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- Quanto maior o numero de varredurascans(ns), maior é a razdo sinal-ruido (S/R)
(Figura 1.15). Entretanto, deve-se levar em cona@@® que a razao S/R € proporcional a raiz

guadrada do namero de scans (Equacao 1.2) (Hokzgzah0).

(S/IR), =Vn(S/R) (1.2)
"~ H S
! |
"||||h| | H i
! ||
18 [ ) |I I'.ll I| 71
L By JI |'~. .-'I W __m_-___..' ol °
W“ || M i ||I'I|
I| |;| |I | |||| || ||| |I
a N [V e f V| s
i
!
hllml || h| ! ||1"||
1 Fo i IRy, 182:1
Pty V Moyttt sk l'mjwwﬁ-r-ﬂ%

Figura 1.15 —A razdo S/R aumenta com o aumento do nUmeszaes(ns).

Pré-requisito 5) A precisdo da integracdo da area de um sinal atidéo da
guantificacdo depende da escolha de parametrosrabesgamento apropriados do espectro
(Holzgrabe et al., 2005; Soininen, 2008; Holzgr&®4,0; Bharti e Roy, 2012). Tais como:

- Funcédo apodizacado: Existem varias maneiras pelais os FIDs adquiridos podem ser
manipulados antes da FT para aumentar a sensdglieléou a resolucdo da linha (Figura 1.16).

Normalmente se utiliza a funcdo de apodizacao peihorar a razdo S/R do espectro
(resolucdo do espectro) e revelar sinais proxinmsué&lo, ou melhorar e revelar sinais com
linhas muito finas que estdo ocultos (constantaabplamento muito pequena). Muitas funcdes
de ponderacdo matematicas, conhecidas como furd@espodizacdo, tém sido propostas,

algumas estéo ilustradas na Figura 1.17.
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- Preenchimento com zeros: a adicdo de pontosdiesdgual a zero, aumenta a resolucao

digital, porém ndo deve exceder um fator dois.

FT || Espectro bruto
filif
Jul
B L W
In|
FT I

I Espectro com fungio exponencial

fu |I b=1
|
| \

h..._ _______ o

Figura 1.16 —Uso da funcéo de apodizacao para melhorar a razdasido.

a) Exponential c) Lorentz-Gauss

¥ i

Lorentz-Gauss

/_\ d) Nﬂte

b)

Sine-bell

e}/\

Figura 1.17 -Funcdes de apodizacdo comumente empregadas.

- Correcao da fase, linha de basarit (matche tunning devem ser aplicadas, a fim de
produzir uma forma de linha adequada, além deaalgrintensidade dos sinais (Figura 1.18).

Isso pode ser realizado automaticamente e/ou maeogg.
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Figura 1.18-(a) espectro com correc¢éo da linha de fase (espect fase); (b) espectro sem correcdo da
linha de base (espectro de ordem zero).

Além desses cinco pré-requisitos, que irdo garamtirresultado preciso e exato, outras
acOes podem ser utilizadas para melhorar a sedaii# e precisdao da quantificacdo por RMN,
tais como (Holzgrabe et al., 2005; Soininen, 200&8zgrabe, 2010; Bharti e Roy, 2012):

- Utilizagdo de um espectrometro com um campoirtigmsidade (> 400MHz).

- Utilizacdo de técnicas para garantir ushimming (homogeinizacdo do campo
magneético) ideal (Figura 1.19) aumenta a qualidddeespectro, pois garantem um campo
magnético altamente homogénio. Um campo magnééioehmmogénio cria sinais distorcidos e
com formas inapropriadas, 0s quais resultam nus@ugio pobre e uma baixa razdo S/R do

espectro. O ajuste do shimming pode ser feito daedonanual ou automatica (Soininen, 2008).

Shimming OK
12 ordem 1? ordem

Sinal largo ou
desdobrado
| simetricamente

a
2% ordem 42 ordem

Laterais
simetricamente
largas

Figura 1.19-Exemplos de problemas comuns3témming TSPd, em B:O).
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- A utilizagéo de crio sondas e sondas de deteiog&psas aumentam a razdo S/R de um
fator > 10.

- Maximizar a concentracdo da amostra e minimizafaegdo solvente/analito utilizando a
tecnologia micromolar a nanomolar. O desenvolvimeata utilizacdo de sondas especiais
melhoram substancialmente a razdo S/R, além decsfiea oportunidade de medir moléculas na
faixa de concentracao de nano ou picomolar (Hobeged al., 2008).

Como mencionado anteriormente, um importante praisé¢o para a quantificagdo em
RMN(q é a utilizacdo de sinais claramente separd®ms obter-se uma separacéo de sinal ideal,
algumas estratégias podem ser utilizadas (Holzgralk, 2005; Holzgrabe, 2010):

- Escolha do solventeO solvente conduz a mudancas consideraveis nocdesénto
guimico, levando a dispersdo dos sinais e atéaalier da constante de acoplamento e
consequentes mudancas na multiplicidade do sirsainf\ teoricamente a sobreposicéo de sinais
pode ser resolvida com a simples mudanca do selv€@d solventes podem ser classificados
como nao-polar aromatico e ndo-aromatico, bem quoteres proéticos e aproticos (Quadro 1.3).
Abraham et al. (2006) apresentaram os deslocameptiosicos de 124 compostos contendo
diferentes grupos funcionais, utilizando DM8@e CDCk como solvente. Para os compostos
préticos (aminas primarias e secundarias e alcabisjencas significativas no deslocamento
guimico foram encontradas quando comparados cormpasins ndo-polares (alcanos) e polares
apréticos (aminas terciarias e ésteres). A muddncsolvente é, entdo, uma opcao Util e usual
para resolver problemas de sobreposicédo de shaisntanto, a solubilidade da substancia a ser
analisada deve ser levada em consideracdo, pos @aRMNqg, o0 analito deve estar
completamente dissolvido. Assim, por vezes, azatifio de dois solventes deve ser aplicada para

a separacao dos sinais e a dissolucdo completaatitbgdHolzgrabe, 2010).

Quadro 1.3-Solventes utilizados na RMN (Holzgrabe, 2010)

Solventes nao-polar ‘ Solventes polares ‘
aromaticos N&c-aromaticos proticos Apréticos
CsDs CDCl, D,O DMSQ-ds
Toluenc-dg CD.Cl, CD;0D Acetonitrile-ds
Piridina-ds - - -
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- Concentracdo da amostradevido ao fenbmeno de agregacao, o deslocamefrtoogu
de hidrogénios e carbonos pode variar com a corggitt da amostra, conforme exemplificado
na Figural.20. Michaleas & Antoniadou Vyza (20083tram como a alteracdo da concentracao
dispersa 0s sinais aromaticos e com isso ocorepaacao dos sinais dos hidrogénios H-5 e H-8
e a completa elucidacdo da estrutura. Entretassa, &ordagem é limitada pela solubilidade dos

compostos em um dado solvente (Holzgrabe, 2010).

0 0
P S
0—H
13 9"
H-2 I4|/“- .rE N
2.6 x10° M H-5 H-8 N 1 0
n I H 14 4=n
il
109 x10° M
H-8 H-5
-3
259 x10° M Jl
90 88 @86 84 82 80 7.8 7.6 7.4 7.2 7.0
(pprm)

Figura 1.20 —Espectros de RMN diH, em DO, de ciprofloxacina em diferentes concentrac@s. (
concentracdo da amostra = 2,630 (b) concentracdo da amostra = 109%#0e (c) concentracéo da
amostra = 259xItM. (Michaleas & Antoniadou Vyza, 2008).

- Temperatura: O deslocamento quimico também € bastante infladocpelo efeito da
temperatura. Na literatura existem diversos relptoxipalmente associados aos grupos aminos
e alcoois presentes na amostra. Dentro deste ¢omeginal oriundo da presenca de agua na
amostra ou no solvente é um interferente que pdfleulthr a elucidacdo estrutural e
guantificacdo do teor de pureza. Esse problema pedessolvido com um estudo do efeito da
temperatura, que produzira variacdo do deslocamguitmico do sinal da agua (HOD). Essa
estratégia pode ser exemplificada, pelo estudoizeell nos espectros de heparina nao
fracionada, em BD, em que o sinal da HOD esta sobreposto aos dieaisteresse. Com o

aumento da temperatura de 27°C para 80°C (Fig@® b sinal da HOD foi deslocado em
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aproximadamente 0,8 ppm facilitando a analise d&éoede interesse. Em muitos casos, este

artificio pode melhorar a resolucéao do espectroy¢Bet al., 2008; Holzgrabe, 2010).

[ I
N
I\ ”l I L4 “""'I\. Ay J
S L J\__esex
MR %
\ e R SO

Figura 1.21 —Espectro de RMN déH da heparina fracionada em, (300MHz). O espectro em
vermelho foi obtido numa temperatura de 353K e meeso em azul a 300K. O sinal da HOD esta
apontando por um * (Beyer et al., 2008).

- Valor de pH da solucéo:Alteracdes significativas nos deslocamentos quisipodem

ser induzidas através da variagdo do pH como o daprotonacao e desprotonagdo de grupos
funcionais como aminas e &cido carboxilico, devddmtroducdo de cargas no sistema. Este
efeito pode ser utilizado para obter a separac&inaés, como mostrado na Figura 1.22. No qual
para determinacdo da qualidade do aminoacido @amne pode conter como impurezas
potenciais (acido aspartico, acido glutamico eaandlico) na concentracdo até 1%. O aumento
do pH, através da adicdo de NaOD, conduz a mudamgasdeslocamentos quimicos das
impurezas permitindo a identificacdo e quantificagas mesmas como observados na Figura
1.22a. Cabe ressaltar, que a presenca de impusiemss em diferentes quantidades também
influenciam no pH da solucéo alterando os deslongmsejuimicos dos componentes da mistura
(Figura 1.22b). Uma vez que as mudancas no deststamuimico podem ser alteradas pelo pH
da solucdo, também pode-se obter informacdes aeitesdo grau de desprotonacdo ou
protonacéao e valores de pKa (Holzgrabe, 2010).

- Reagentes auxiliares de deslocament@ solvente, propriamente dito, pode ser um

agente de deslocamento como o caso de solventeatézos. Além deste tipo de solvente, certas
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espécies paramagnéticas, como os ions lantanilBppddem ser utilizadas como reagentes de
deslocamento. Estes reagentes de deslocamentonsledéolantanideo (LSR) sdo capazes de
produzir variacbes relativamente grandes nos daslentos quimicos, devido as propriedades
fisico-quimicas. Na literatura existem varios exésp nos quais os LSR foram aplicados ao
estudo de moléculas em solventes aquosos e organiilezando complexos de Ln (lIl) do tipo
acetilaacetonato - Ln (dpsp)Ln (fod) - que interagem com grupos funcionais como hidexe
aminas do analito. Também é importante mencionakisténcia dos agentes organicos de
solvatacdo quirais (CSA) que substituiram os LSRinfuéncia nos deslocamentos quimicos
causada por estes reagentes sdo dependente dodaeiemperatura e da concentragdo do
complexo formado refletindo a constante de ligasg@in o analito (Holzgrabe, 2010).
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Figura -1.22- Espectros de RMN dél de alanina, em f, enriquecida com impurezas potenciais: acido
aspartico (Asp), acido glutamico (Glu) e acido c@lMA). (a) dependente do pH, por meio da adigio d
NaOD. (b) com quantidades crescentes de impureldzgrabe, 2010).

1.8.1.1- Métodos para os calculos quantitativos

Os calculos utilizados na RMNqg podem ser realizgolms dois métodos diferentes: o
método relativo e o método absoluto (Soininen, 26fazgrabe, 2010; Santos e Colnago, 2013).
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Método Relativo: A raz&o molar (gny) entre dois componentes X e Y pode ser calculada
pela razdo entre a intensidade dos sinais (intéprabs mesmos considerando o numero de

nacleos (N) de cada molécula que contribui para a geracasidas (Equacéo 1.3):

ny Iy Ny

ny Iy Ny

(1.3)

Desde que K seja constante, a mesma pode ser cancelada nagdgqual.
Consequentemente, a quantidade de um compostonXistara dem componentes é dada pela

Equacéo 1.4:

My Le/Nx oo,
— 0
S o ST L/N;

(1.4)

7

O método relativo € o método mais importante pasantificar as proporcbes de
isbmeros, como por exemplo, enantibmeros e di@ste®ws, ndo sendo necessario o

conhecimento dos pesos moleculares.

Método Absoluto: a RMNqg possui dois diferentes métodos absolutaa paalises

guantitativas de contetdo ou concentracao:

a) Método chamado 100%, onde todas as impurezasap@recem no espectro de RMN séo
assinaladas, podendo ser medidas quantitativamertentetdo é a diferenca para o valor de
100%. Esse método ndo é aplicavel para impurezasnga possuem nucleos observados no

espectro de RMN, como por exemplo impurezas inacgar(NaCl ou gel de silica).
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b) A concentracdo do componente principal) (fode ser calculado diretamente utilizando um
padrdao de concentracdo conhecidg, (Ponforme Equacao 1.5. Analito e padrdo devem ser

dissolvidos no mesmo solvente.

PX_ IX NPC MX mPC
ch Ny MPC m

(1.5)

Onde:

I« = valor da integral do sinal do analito

Ipc= valor da integral do sinal do padrao

Npc= nimero de nucleos do padréo que gerou o sinal
Nx = nimero de ndcleos do analito que gerou o sinal
My = peso molecular do analito

Mpc= peso molecular do padrao

Mpc = Massa do padrdo na amostra

m = massa do analito na amostra

Um grande nimero de possiveis padrdes internosRMhg de’H foram publicados nos
ultimos anos, e a sua utilizagdo esta condiciorgadatisfacdo de trés requisitos: (1) o padrao
interno deve ser soltvel no solvente aplicadoin@racéo quimica e sobreposi¢cdo com os sinais
do analito devem ser evitada, sendo que o Pc denesentar, preferencialmente, apenas um
anico sinal como um simpleto; e (3) @, Preferencialmente, deve estar proximo ou até rmesm
menor que a amostra, pois o tempo de recuperagéeiminado pelo jTmais longo da solucéo.
Cabe ressaltar que o valor dedEpende do solvente utilizado (Holzgrabe, 2010).

No Quadro 1.4, estdo listados padrdes de referpaciaRMNq déH utilizados em meio
aquoso (RO) para polissacarideos capsulares (Jones & Lemerci2002; Malz & Jancke,
2005).
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Quadro 1.4— Lista de padrdes de referéncia para qRMRNHd@Malz, 2008 )
Padrées de referéncia para RMNq déH

Acido 1,3,5-benzenotricarboxilico Benzoato de blenzi Terc-butanol
1,3,5-trimetoxibenzeno Bifenilo Acetato de sédio
1,3,5-trioxano Dimetilisoftalato TSP-d4
1,4-bis(TMS)-benzeno dimetilformamida Antracina
1,4-dinitrobenzeno dimetilsufona Acido etacrinico
1,4-dioxano Acido férmico -
Acido maléico 2,5-dimetilfurano -

1.8.1.2- Exemplos da utilizacdo da RMNq nas vacinaseningococicas

A utilizacdo da RMNqg no controle de qualidade dasivas meningococicas tem sido
descrito e utilizada por diversos autores. Joneke&erinier (2002) utilizaram a RMN para
determinar quantitativamente o teor de grupameds nos polissacarideos meningococicos. A
quantificagéo foi realizada comparando as intengslalos sinais de residuos de OAc do H-7
(7OAC) e H-8 (80AC) com o sinal referente ao &<aracteristicos do PSC.

Jodar et al. (2004) citaram a utilizacdo da RMNcantrole de qualidade e producéo de
vacinas meningococicas conjugadas contra sorogf@poomo um método fisico-quimico
moderno, capaz de caracterizar e quantificar odeg@rupamentos OAc do PSC com um grau de
precisdo maior do que os métodos classicos.

No ano de 2005, Jones continuou utilizando a RMMa paeterminar o teor de
grupamentos OAc nos polissacarideos sorogrupos, AYI35 e Y. Nesse caso foram obtidos
dois espectros, primeiramente um espectro de amsodér polissacarideos nativos e em seguida
de polissacarideos desacetilados. O te@-deetilacdo foi calculado a partir da integral dma
acetato e um sinal caracteristico do polissacaddsacetilado.

Em 2009, Borges realizou um estudo, como dissertdgdmestrado, onde utilizou a
RMNg com o objetivo de identificar e quantificapareza e teor de grupos OAc na molécula do
polissacarideo meningocécico sorogrupo A (PSA)nalié umidade residual e o teor de etanol
residual. Este método foi considerado adequadoytéizaacéo no controle de qualidade do PSA.

Vipond et al. (2012) utilizaram a RMN(q, para avalisma amostra de PSC candidata a
padréo internacional. O estudo foi realizado poatiqudiferentes laboratérios, onde cada um
utilizou seus préprios parametros de aquisicaodedpainterno. A pureza do PSC foi calculada
utilizando valores da integral de um sinal carasteo do PSC (H-3 e H-3,) e sinal do padrédo

interno.
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Nesse mesmo ano (2012), Garrido e colaboradoresmdadseram um método, utilizando
a RMNgq, para avaliar quantitativamente o polisddear meningocécico sorogrupo X (PSX). Os
parametros de aquisigdo foram otimizados e os gspdoram obtidos utilizando uma sequéncia
de pulsos GARP. O célculo para determinacdo dazaute PSX foi realizado através do método
absoluto, utilizando o TSB; como padréo interno.

1.9- Validacdo de métodos analiticos

Para verificar se um método analitico estéa atermlandjue se propde o mesmo deve ser
validado. Através da validacéo, pode-se demongtraro método analitico utilizado é apropriado
para a finalidade pretendida e esteja totalmeritedsmninio e controle, conforme exigido pela
Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISAYlétodos ndo normalizados devem ser
validados, como no caso da RMNg. Os parametrosemsavaliados no processo de validacao
estdo publicados na resolucdo RE n° 899 — Guia yalidacdo de métodos analiticos e
Bioanaliticos, da ANVISA e no documento DOQ-CGCRIB-G- Orientacdo sobre validacao de
métodos analiticos, do Instituto Nacional de Meig@, Qualidade e Tecnologia (INMETRO) e
sao apresentados a seguir (ANVISA, 2003; Malz &Kan2005; INMETRO, 2010; Santos e
Colnago, 2013).

Precisdo- E a avaliacdo da proximidade dos resultadosiobtem uma série de medidas
de uma amostragem multipla de uma mesma amostraadto da RMNq, um resultado valido
esta associado a uma precisado do processo deaigdegiEssa precisdo depende da razao S/R dos
sinais de interesses utilizados na quantificac@®eja, € necessaria uma maxima razao S/R para
uma integracédo precisa (ANVISA, 2003; Malz & Jan@@05; INMETRO, 2010).

Exatiddo — E a proximidade dos resultados obtidos pelo noéémd estudo em relagéo ao
valor verdadeiro convencional (VVC). A exatiddoue método de RMN( esta relacionada com
a direta proporcionalidade entre a intensidadeinlal & a quantidade de ndcleos que geraram
esse sinal. Para tal, um padrdo deve ser utilizattao uma referéncia no ensaio, como por
exemplo, o TSRM (ANVISA, 2003; Malz & Jancke, 2005; INMETRO, 2010

Especificidade e Seletividade- Ambos os parametros estédo relacionados com detecc
O método é dito especifico quando € capaz de pirodesposta para apenas um analito. E um
método seletivo é capaz de produzir respostasv@ai@s analitos, mas distinguindo a resposta de

um analito para o outro. A seletividade e a espitédde, na RMN(, esta relacionada com a
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pureza do sinal utilizado para a quantificacdoeEsssal deve ser atribuido a um dos grupos da
substancia a ser analisada, devendo ser assegyuadoossui apenas nucleos da mesma. Para
verificar a especificidade e seletividade na RMMqdemos utilizar algumas estratégias ou
ferramentas (ANVISA, 2003; Malz & Jancke, 2005; IEVRO, 2010; Santos e Colnago, 2013):

- utilizagdo de equipamentos com campos magnéti@s elevados, com isso seria capaz de

aumentar a sensibilidade e dispersédo dos sinaspertro obtido;

- avaliacdo de espectros obtidos de outros nu¢femsexemploC), obtendo mais detalhes da

estrutura analisada;

- avaliacdo de espectros obtidos do solvente adiiz do padrdo interno, da substéncia de

referéncia e da amostra, com o objetivo de verificssiveis sobreposi¢cdes de sinais;

- utilizacdo de RMN bidimensional, como por exemphiffusion-ordered spectroscopy
(DOSY), podendo ser observada a correlacdo dosss@i@iimpurezas ocultos nos espectros

unidimensionais.

Linearidade — E a sua capacidade de produzir resultados cjan sdiretamente
proporcionais a concentracdo do analito na amos#afaixa de concentragdo conforme a
aplicacao pretendida. A RMNq, por si proprio jdo@ésiderada um método linear. Isso se deve ao
fato, novamente, da direta proporcionalidade eatiatensidade do sinal e a quantidade dos
nacleos que geraram o sinal (ANVISA, 2003; Malzaadke, 2005; INMETRO, 2010; Santos e
Colnago, 2013).

Intervalo — E a faixa entre os limites de quantificacdo gope inferior de um método
analitico. Normalmente é derivado do estudo datidade e depende da aplicacdo pretendida do
método. E estabelecido pela confirmacio de que twdméapresenta exatiddo, precisdo e
linearidade adequadas quando aplicados a amosinéando quantidades de substancias dentro
do intervalo especificado (ANVISA, 2003; Malz & ke, 2005; INMETRO, 2010).

Robustez -E a medida de sua capacidade em resistir a peqeataiberadas variacbes
dos parametros analiticos. Indica sua confiancardero uso normal. A robustez da RMNq pode
ser verificada em todos os parametros importardeaqdisicdo e processamento de dados e da
avaliacdo do espectro de RMN (integracdo). Devitks@, € necesséaria a ado¢do de um conjunto
de parametros otimizados em funcdo da amostra yraea precisa aquisicdo de dados, caso

contrario, podem ocorrer erros de medicdo. Mudangastes parametros de aquisicao
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influénciam significativamente na razédo S/R e naeta intensidade do sinal (ANVISA, 2003;
Malz & Jancke, 2005; INMETRO, 2010).

Limite de deteccdo —E a menor quantidade do analito presente em umateangue
pode ser detectado, porém ndo necessariamenteifigadot sob as condicbes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

Limite de quantificagdo —E a menor quantidade do analito presente em umateargue
pode ser determinada com precisdo e exatiddo eesitdob as condi¢cdes experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2003; INMETRO, 2010).

1.10- Justificativa do trabalho

Com a mudanca do local de producdo dos poliss&oaricheningocdcicos, utilizados na
producéo de Bio-Manguinhos, a ANVISA, seguindo &R 55, 16/12/2010, esta exigindo que
se comprove a identidade dos polissacarideos pdmunesse novo local. Até o presente
momento, Bio-Manguinhos s6 tem utilizado a téchiedRMN de'H na comparacéo do perfil do
espectro. As analises realizadas para essa fwdalidpenas permitem a visualizacdo de grupos
funcionais que caracterizam os polissacarideos ngeodcicos e a presenca de algumas
impurezas, ndo sendo possivel a quantificacdo éssws. A pureza e o teor Qeacetilacédo dos
polissacarideos sdo realizados utilizando a téaméc@spectrofotometria UV-Vis. A técnica é
reconhecidamente confidvel, porém requer etapgeeaiaro de amostras e curva de calibracao
com padrdo idéntico ao analito envolvendo um grandemero de manipulacdo, que se
negligenciadas quanto ao parametro metrolégicogmadpactar negativamente nos resultados,
além de acarretar uma alta variagdo em torno desltados encontrados. A aplicacdo da
espectroscopia de RMN quantitativa é dada comofamamenta poderosa, capaz de minimizar
tais problemas encontrados na técnica de espetctinuétria UV-Vis, possibilitando uma reducéo
consideravel no quantitativo de amostra (em tom@ ang) e tempo de analise empregado no
controle de qualidade dos polissacarideos. E cd@agalizar simultaneamente a identificacio e
guantificacdo dos polissacarideos. Além disso, aaealizacdo da analise ndo ha necessidade de
construcao de curva de calibracdo, bem como zagédo de padrdes idénticos ao analito, ja que
se trata de um método primario (Borges, 2009; Mipetal., 2012; Santos e Colnago, 2013).



2- OBJETIVO

2.1- Geral

Desenvolver uma metodologia por RMN que permitaificar a identidade e a
guantificacdo dos polissacarideos meningococicos @135, de preferéncia em um Unico
experimento.
2.2- Especificos

« Avaliar a identidade dos PSC e PSW135 atravdsMis deH.

« Otimizar o conjunto de parAmetros a serem utibsana metodologia de RMNq de para a

guantificacdo dos polissacarideos.

» Adaptar o método de EC, utilizado no controle qimlidade das vacinas meningococicas

polissacaridicas, para determinar a pureza do PSW13

« Realizar uma comparacéo dos resultados obtidlas rpetodologia de RMN dé&H com os

resultados obtidos pela metodologia de espectrastbp-Vis e EC.

* Realizar estudo de pré- validacdo do conjuntpa@metros adotados para a metodologia de
RMNg.



3- MATERIAL E METODOS

Todos os lotes de polissacarideo utilizados nabedghio desse trabalho foram produzidos
no Instituto Finlay (Cuba), aprovados pelo Depaemtm de Controle de Qualidade de Bio-
Manguinhos e utilizados na formulacdo da vacinaingatocica trivalente ACW. Estes lotes
foram produzidos e purificados utilizando uma metogdia de precipitacédo alcodlica descrita por
Gotschlich et al. (1969).

Para a verificacdo da identidade dos polissacajdemam utilizados dois lotes de cada
sorogrupo: PSC (IMC0011 e IMC0013) e PSW135 (IMWD@IMWO0006). Para a otimizacao
dos parametros de aquisicdo do método de RMN#idiwi utilizado um lote de cada sorogrupo:
PSC (IMC0011) e PSW135 (IMW0003). Para a avaliagéo método de RMNg déH,
desenvolvido neste trabalho, foi calculado o nanmeioimo de amostras necessarias segundo a

Equacéo 3.1, originada do Teorema CerfBaksab & Morettin, 2002).

( 1,96 X CV )9
']"1:

erro aceitavel (3.1)

Onde:
n = nidmero de amostras

CV = coeficiente de variacao

Um estudo preliminar utilizando a técnica de RMN'ldepara a quantificacdo da pureza,
do grupo OAc e das impurezas na molécula de polisgleo meningocdécico sorogrupo A,
encontrou um CV de 1,18% (Borges, 2009). Baseadtervalor, o CV utilizado para o célculo
do n amostral foi de 2%, por se tratar de um eseitavel. Esse valor ao ser utilizado na Equacao
3.1 resultou em um igual a quatro. Desta forma, foram utilizados guédtes de polissacarideo
PSC (IMC0011, IMCO0013, IMC0018 e IMC1001) e PSW1BBWO0003, IMW0006, DF-007W
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e DF-008W). Para o estudo de adaptacdo do métodeCdéoram utilizados quatro lotes de
PSW135 (IMWO0003, IMW0006, DF-007W e DF-008W). Fmehte para os estudos de pré-
validac&o do método de RMNq 8¢ foi utilizado um lote de PSW135 (PSW009).

3.1 — Experimentos por RMN de'H
3.1.1- Preparo das amostras e padroes

Estudos prévios do efeito da concentracdo na m@oldos sinais dos polissacarideos
mostraram que para a obtencdo de espectros de RMN 0 ideal é uma concentracdo de
7mg/ml. As amostras foram secas, até peso consdatgenperatura de 60°C, numa balanca
termogravimétrica Sartorius MA100H, e em seguidssalvidas em 0,7mL de agua deuterada
pura (Cambridge Isotope Laboratories, Inc), corteh®h de TSRY. Os padrdoes de &cido N-
acetil neuraminico (Sigma Aldrich) e galactose (US&ference Standard) foram pesados em
balanca analitica Mettler Toledo XS205 Dual Rangkssolvidas em agua deuterada contendo
0,01% de DSS (Cambridge Isotope Laboratories, |mema a obtencdo de espectros qualitativos
utilizados na avaliacdo da identidade das moléaragstudo. No estudo dos parametros de pré-
validacdo do método, o padrdo de NANA foi dissavinin 4gua deuterada contendo 1% de TSP-
ds,

3.1.2- Condic¢des experimentais

Os espectros de RMN diH foram obtidos em espectrdmetros Bruker DRX 400
(400MHz) e Avance 500 (500MHz palid) utilizando uma sondaroadband(BB) de 5 mm &
40,0£0,1°C, e um pulso de 30°. A avaliacdo da idade dos polissacarideos e a otimiza¢do dos
parametros quantitativos foram realizadas no e<pwetro de 400MHz, enquanto o0s
experimentos quantitativos foram realizados no aspmetro de 500MHz. Os valores dos
deslocamentos quimico®)(foram referidos em ppm e as multiplicidades d&scrcomo:
simpleto (s), dupleto (d), tripleto (t), quartetp,(duplo dupleto (dd) e multipleto (m).

Os parametros de aquisicao para os espectrosagwatit de hidrogénio, para ambos os
polissacarideos e padroes de NANA e galactosenfang= 32; d1= 1s e T= 313K. J& para o0s

espectros quantitativos, os parametros foram cdidaig conforme descrito a seguir.
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Para determinar o1Tfoi utilizada a sequéncia de pulsos inverséao-re@agio (180° -
90°). As medidas foram obtidas usandgue variam entre 0,0125 e 6,4 segundos para 0ePSC
0,4 e 13 segundos para o PSW135. O maior valor @adontrado foi utilizado para determinar
0 tempo de esperd;), que deve ser cinco vezes o0 T1 £ 5 x Ty). Os parametros de aquisicao
(nimero de varredura - ns; temperatura - T, jamspectral — SW) foram otimizados e
selecionados em funcdo do valor da razdo S/R, gue der maior que 250. O numero de
varredura foi avaliado na faixa de 32 a 128 scangmperatura entre 308 e 323K; e a janela
espectral foi determinada adicionando 3ppm ao fieatada lado do espectro, a largura de linha
(Ib) utilizada foi igual a 0,3. Os experimentosREINg de'H foram adquiridos sem rotacdo da
amostra, utilizando as sequéncias zg e zgig, quesppndem aos experimentos de hidrogénio
tradicional e ao GARP, respectivamente.

3.1.3- Processamento dos dados

Todos os espectros foram processados no softwaiSTRENOVA 6.0 e no TopSpin
2.1.

Os célculos para a quantificacdo dos polissacaidemam realizados em planilha
eletrénica Excel, utilizando o método absoluto déwdo, conforme Equacdo 3.2 (Soininen,
2008; Holzgrabe, 2010; Santos e Colnago, 2013).

1
Cpad - qpad H

1
H
Ax I pad

(3.2)

Onde:

Cx= Concentracdo em mol/L do analito a quantificar;

Ix = Valor de integral do sinal correspondente aé{s)igado(s) ao grupo a quantificar ou
presentes no analito a quantificar;

a«'H = Quantidade d&H correspondente ao sinal avaliado;

Cpad = Concentracdo em mol/L do padréo;
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qpale = Quantidade d&H correspondente ao sinal do padrao;

Ipad= Valor de integral do sinal correspondente ab{s)resente(s) no padrao.

A Equacao (3.2) foi estabelecida, baseando-s«istéecia de uma relacdo direta entre
as integrais dos sinais do padrao (T@Pe do analito (x), com a quantidade de nucleos que
deram origem ao sinal.

Portanto, o procedimento para realizacdo do aaldel percentual de pureza e teor de

grupos OAc para o PSC e percentual de pureza Fa8Nd.35 foi realizado da seguinte forma:

-PSC

Apbs a obtencéo do espectro quantitativo, ossoainteresse foram integrados, sempre
iniciando a integracao pelo sinal do T&P-que recebe um valor de integral igual a 1,0000
(Figura 3.1 e Tabela 3.1).

TSP-d,
! i
H-4, H-5, H-6, H-
| 7, H-8, H-9 e H-9’
CH; etanol
H-7 / H-8 H :
% J 1
||I ‘!
f | A - W
R — i .*"\. : -'I I‘\ .-NIJI'" L"PL [y |I'II'-I". /H\A__ __f'-._ _
[y D i 8

F1 {igainid

Figura 3.1 — Espectro de RMN déH, 500MHz, do PSC em D20 com os sinais de intergsse
quantificagéo integrados.
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Tabela 3.1-Valores de integral utilizados no calculo de peteainde pureza e teor de OAc do PSC.

Deslocamento Quimico  Quantidade de

Sinal Valor da integral

(ppm) hidrogénio
1 H-7/H-8 5,1C 1 0,397:
H-4, H-5, H-6, H-7,
2 H-8, H-9, H-9' 3,30 a 4,20 7 3,3217
3 CH, do etanc 1,20 2 0,1384
4 TSF-d, 0,0 9 1,0000

Como o PSC utiliza dois sinais para a quantifioadd percentual de pureza, o valor da
integral de ambos sdo somados e subtraidos dodaliategral do CH2 do etanol, uma impureza
gue apresenta seu sinal sobreposto com os sinaisgio do multipleto (3,30 a 4,20ppm),
conforme Equacéo 3.3.

Integral total = sinal 1 + sinal 2 - (sinal 3 x /3 (3.3)

O valor da integral total encontrado foi, entddizatdo no calculo do percentual de

pureza do PSC, conforme Equacgéao 3.4.

Massa TSR, (mg) x Integral total x guantidadel do sinal TSR, x Peso Molecular PSC x 100 (3.4)
Integral TSPd, x quantidadéH dos sinais PSC x Peso Molecular T&R-Massa PSC (mg)

Para o céalculo do teor de grupos OAc, foi utilzagpenas o valor da integral do sinal

referente ao H-7/H-8 (sinal 1), conforme Equac&o 3.

Massa TSR, (mg) x Integral sinal 1 x quantidadé do sinal TSRY, (3.5)
Integral TSPd, x quantidadéH do sinal PSC
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- PSW135
Os sinais de interesse foram integrados, tambéiamao-se a integragdo pelo sinal do

TSP, (Figura 3.2 e Tabela 3.2).

TSP-d,

NAc | \

| LTI,

7.5 7.0 6.5 G0 5.5 5.0 o 3.5 2.0 2.5 2.C

4.5 .
1 {ppm)

Figura 3.2 —Espectro de RMN déH, 500MHz, do PSW135 em D20 com os sinais de issergara
quantificag&o integrados.

Tabela 3.2-Valores de integral utilizados no célculo de peteainde pureza do PSW135.
Deslocamento Quimico  Quantidade de

Sinal (ppm) hidrogénio Valor da integral
1 H-1’ 5,1( 1 0,411¢
2 H-3ec 2,88 1 0,3975
3 NAc 2,10 3 1,0756
4 H-3ax 1,67 1 0,4289
5 TSF-d, 0,0 9 1,0000

O valor da integral do sinal foi utilizado no adlw do percentual de pureza do PSW135,

conforme Equacéao 3.6.

Massa TSR, (mg) x Integral sinal PSW x quantidat¢ do sinal TSR, x Peso Molecular PSW x 10(8.6)
Integral TSPd, x quantidadéH do sinal PSW x Peso Molecular T8Px Massa PSW (mg)
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3.2- Experimentos por espectrofotometria UV-Vis

Os resultados de pureza e teor de OAc apresentedts trabalho foram os resultados
encontrados durante as analises de controle deidgdel dos lotes de polissacarideos
meningocadcicos.

As andlises de espectrofotometria UV-Vis foramiradlas em um espectrofotdmetro
Beckman Coulter DU730 e os dados obtidos plotadoplanilha Excel, utilizando uma curva de
regressao linear (y = ax — b).

A determinacdo da concentracdo de &cido sidlico réailizada pelo meétodo de
Svennerholm (1957), seguindo o procedimento estaiolel no documento interno LAFIQ — IT
0717 (Bio-Manguinhos, 2010), baseado na Farmacdpéiapéia (2005) e nos requerimentos da
OMS (WHO, 1976; WHO, 1978; WHO, 1981).

O método baseia-se na reacdo do acido sidlico rgeesa amostra com a mistura de
resorcinol e sulfato de cobre, formando um complebeo coloracdo azul, que varia sua
intensidade dependendo da concentracdo de aclio sia

A determinacédo do teor d2-acetil foi realizada pelo método de Hestrin (1948puindo
0 procedimento estabelecido no documento internBIQA- IT 1585 (Bio-Manguinhos, 2011),
baseado na Farmacopéia Européia (2005) e nos imgméos da OMS (WHO, 1976; WHO,
1978; WHO, 1981).

O método baseia-se na formacdo de um complexe entdbAc e o ion ferro lll, de
coloracéo que varia do amarelo ao marrom, dependdgadoncentracao de O-acetil.

A cepa utilizada na producdo de PSW135 gera pohsgbeos desacetilados, conforme
comprovado através de um estudo realizado antexigempor Bio-Manguinhos, utilizando o
método de Hestrin e a RMN del (para fins de caracterizacéo). Devido a este, fadm é

realizado teste de determinacgéo do teor de OACSWI5, pelo método de Hestrin.

3.3- Experimentos por EC

3.3.1- Preparo das amostras, padrdes e curva de ibahcdo

As amostras foram secas, até peso constante, eagega 7mg) numa balanca

termogravimétrica Sartorius MA100H a 60°C. Apésnissram dissolvidas em agua Milli-Q,
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utilizando um baldo volumétrico de 20mA partir dessa solucao, as amostras foram dilu&tas,
tampao comercial borato 20mM pH 9,3 (Agilent Tedbges), a fim de se obter uma
concentracdo de 250pg/mlma solucéo de trabalho, contendo 500ug/mL de padi@ousede
PSW135 (Finlay), foi utilizada para o preparo devawde calibracdo. A curva foi construida com
cinco pontos em diferentes concentracdes (150, 28, 300, e 350pug/mL). Foram preparadas
trés solucdes utilizando os padroes de NANA e gadacdissolvidos em tampéao borato pH 9,3,
obtendo-se trés solucdes de concentracdo iguaDaghdL. A primeira solucéo foi preparada
utilizando somente o padrédo de NANA, a segund&atitio o padréo de galactose e a terceira

utilizando uma mistura de ambos.

3.3.2- Condic¢des experimentais

Os experimentos de EC foram realizados em um equaip Agilent CE7100, através da
técnica de CZE, utilizando uma coluna capilar dieasfundida com diametro interno de 50um,
comprimento longitudinal efetivo de 29,5cm e commanmto longitudinal total de 38cm (Agilent)

e um detector UV/DAD com monitoramento de 200nmcdmprimento de onda. O capilar
virgem foi condicionado com um fluxo de NaOH 1M ml®z minutos, espera de cinco minutos,
agua Milli-Q por dez minutos e tampao de corrideatm20mM pH 9,3 (Agilent Technologies)
por trinta minutos. Entre as analises foi realizadopré-condicionamento do capilar utilizando
tampdo de corrida borato 20mM, com variacdo de ¢ew 1 a 10 minutos; e um poés-
condicionamento utilizando uma solu¢do de NaOH Gglddua Milli-Q no intervalo de tempo de

1 a 10 minutos entre cada injecdo. Os experimeggggiram as seguintes condicdes de analise:
voltagem de 10KV, poténcia de 0,5W, corrente negafaie 40-60 LA, cassete mantido a 25°C e
uma introducao hidrodindmica das amostras a 50pdrab segundos. Os parametros de andlise
seguiram os procedimentos descritos no documetemm LAFIQ — IT 6012 (Bio-Manguinhos,
2011), que descreve a andlise de determinacdo do contdédpolissacarideo na vacina
meningocécica ACW polissacaridica, baseados em Lamal. (2005). A diferenca entre o
procedimento descrito em tal documento e o reaizagbste trabalho consistiu na alteracdo do
tampédo de analise e tempo de corrida utilizadaa padequacdo das condi¢cbes de analise para
guantificagdo do PSW135.
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3.3.3- Processamento dos dados

Os dados obtidos foram plotados em planilha Excehstruindo-se uma curva de
regressao linear (y = ax — b), utilizando as areamalizadas (area do pico/tempo de migracao;
Altria, 1999).

3.4- Estudos de pré-validagdo do método de RMN(Q

Os estudos de pré-validagdo do método de RMN dekaedos durante este estudo seguiu
as normas estabelecidas na Resolucdo — RE n° 8929/85/2003 da ANVISA (Guia para
validacdo de métodos analiticos e bioanaliticos).

O meétodo tem como finalidade a quantificacdo denggpio ativo em produtos
farmacéuticos e de acordo com a norma da ANVIS#Aassificado como método de Categoria |,
devendo avaliar os seguintes parametros durantealidagdo: especificidade/seletividade,
linearidade, intervalo, precisdo, exatidao e radmstonforme descrito na Tabela 3.1.

Tabela 3.3-Ensaios necessdrios para a validacdo do métodtiam@ANVISA, 2003).

Categoria Il : .
A . - Categoria | Categoria
Parametro Categoria | o Ensaio
Quantitativo Limi i A\
imite
Especificidade Sim Sim Sim * Sim
Linearidade Sim Sim N&o * N&o
Intervalo Sim Sim * * Nao
Repetitividade Sim Sim N&o Sim Nao
Precisédo Preciséo - - ~ - ~
intermediaria Nao Nao
Limite de deteccéo Nao N&o Sim * N&o
Limite de quantificacao N&o Sim Nao * N&o
Exatidao Sim Sim * * N&ao
Robustez Sim Sim Sim N&o N&o

*Pode ser necessario, dependendo da naturezatéo tes
**se houver comprovagédo da reprodutibilidade n&e@&esséaria a comprovacéo da Precisdo Intermediaria.

Esses parametros foram avaliados utilizando umdeteSW135 (PSW 009) e padrao de
NANA (Sigma Aldrich).
A especificidade/seletividade foi avaliada atrawds analise de espectros obtidos,

separadamente, do branco, do padréo interno ebdtasgia de referéncia (NANA).
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A linearidade foi avaliada através da analise adecidiferentes concentracdes de uma
solucdo padrdao de NANA, cujas concentracfes estiopreendidas entre 4,29mg/mL e
10,0mg/mL.

O intervalo do método foi avaliado de acordo comco#rios de aceitacdo para
linearidade, exatid&do e preciséo.

Para os métodos com finalidade de quantificacasulstancia ativa sdo exigidos a
avaliacdo da repetitividade e da precisdo interanedi(ANVISA, 2003). A repetitividade foi
avaliada através de seis determinacdes a 100%mndardoacao do teste. A precisdo intermediaria
foi avaliada através de seis determinacfes a 1%odcentracdo do teste, por dois analistas
diferentes em dois dias diferentes.

A exatiddo foi avaliada através da analise de umizst&ncia de pureza conhecida
(NANA), a partir de nove determinacdes, contempamdntervalo linear, ou seja, utilizando trés
concentracdes diferentes (baixa — 4,29mg/mL, médial4mg/mL e alta — 10,0mg/mL) e

calculada conforme Equacéo 3.4.

Pureza média experimental
Exatiddo(%) = x 100

Pureza tedrica (3.4)

A robustez foi avaliada através da variacdo da éeatpra (303 a 323K) e numero de

scans(32 a 128) no momento da aquisicdo do espectro.

3.5- Avaliagédo e comparacao estatistica dos métodd¥-Vis, RMNqg e EC

Para a realizacdo da avaliagdo e comparacao #staties metodos UV-Vis, RMN e EC
foram utilizados graficos de erros construidoszatiido as médias globais dos resultados obtidos
e um nivel de confiangca de 95%, além da analiseadancia (ANOVA), com o0 mesmo nivel de

confianca. Esses graficos foram construidos utitieosoftwareR (Core Team, 2012).



4- RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho foi dividido em cinco etapas, ondepraneira etapa consistiu na
caracterizacdo da identidade dos polissacarideGseFSSW135 utilizando andlise qualitativa de
RMN de'H. Na segunda etapa foram determinados os par@mgéraquisicio dos espectros
quantitativos de RMN d&H para avaliacdo da pureza e contetido de OAc doePSEW135. A
terceira etapa consistiu na adaptacao do méto@Cdeara determinacéo da pureza do PSW135.
Na quarta realizou-se um estudo dos parametrosédeafidacdo do método de RMN Hé para
guantificacdo dos polissacarideos. E na Ultimaaefap realizada a comparacdo e avaliacdo
estatistica dos resultados obtidos nos diferené&sdus (RMN, EC e UV-Vis).

4.1- Identidade dos polissacarideos meningocécicamogrupos C e W135 por RMN déH

A identidade dos polissacarideos PSC e PSW13%#tizada, através de experimentos
de RMN de’H unidimensionais (1D), com o objetivo de confirnaaidentidade das amostras
utilizadas por Bio-Manguinhos. Os espectros obtidoam comparados com os dados descritos
na literatura e com os espectros de RMN obtidos asrpadroes de NANA e galactose. Esses
padroes foram utilizados para auxiliar os assinafdos dos polissacarideos e selecionar o
melhor sinal para quantificagdo dos mesmos (Lemierc& Jones, 1996; Jones & Lemercinier,
2002; Bardotti et al., 2005; Jones, 2005; Cuellalet2007; Gudlavalleti et al., 2007; Silveira et
al., 2007; Bardotti et al., 2008; Vipond et al.12D

4.1.1- PSC

Para obter o perfil espectroscopico do PSC fordgquiados espectros do padrdo de
NANA (Figura 4.1 e Figura 4.2) e de dois lotesizaiflos por Bio-Manguinhos na producdo da

vacina meningocécica polissacaridica (Figura &Rjara 4.4).
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Figura 4.1 - Espectro de RMN d#d, 400MHz do padrdo de NANA em;0, com DSS (0,0ppm).
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Figura 4.2 - Espectro de RMN d&H, 400MHz do padrdo de NANA com ampliacdo dos séugis. (a)
sinais referentes aos H-4, H-5, H-6, H-7, H-8 e;HbY duplo-dupleto H-3; (c) simpleto CH do NAC;
(d) tipleto H-3,.

No espectro de RMN d#1 do padrdo de NANA, apresentado na Figura 4.1 Eignara
4.2, os sinais sdo bem caracteristicos e dispeesjaela espectral. Os hidrogénios Ke8H-3
encontram-se a 1,88ppm e 2,30ppm, respectivameote sinai®bservados na regido entre 3,50

a 4,12ppm foram atribuidos aos hidrogénios do pin@hosidico e da cadeia alifatica (H-4, H-5,
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H-6, H-7, H-8 e H-9). Além disso, o sinal refereaies hidrogénios da metila do grupo NAc

(NCOCHg), foram facilmente assinalados e encontram-se,#6pgm (Tabela 4.1).

Tabela 4.1-Deslocamento quimico dos hidrogénios do padraédANA em D,O.

Hidrogénio 8 'H (ppm) Posic&o 8 'H (ppm)
1,88 (¢, 1H 3,50 a 4,1, 6H)
Bax (Figura 4.2 d) 456,789 (Figura 4.2 a)
2,3 (dd, 1H’ 2.1C(s, 3H
3eq (Figura 4.2 b) CHs do NAC (Figura 4.2 ¢)

Por se tratar de polimero, os sinais no espectrBMB de'H do PSC encontram-se
sobrepostos. Entretanto, os sinais caracteristiosshidrogénios H-7 e H-8 a 5,10 ppm foram
facilmente identificados. Os sinais na regido @® &, 4,20 ppm foram atribuidos aos hidrogénios
do anel piranosidico e da cadeia alifatica (H-%4,H4-6, H-7, H-8, H-9). Entretanto no PSC os
hidrogénios H-3, e H-3, ora possuem grupos vizinhos O-acetilados ou wW&sim o0s
hidrogénios H-3 possuem diferentes deslocamenttmicps (1,50 e 1,75ppm para o0 H:3e
2,50 e 2,80ppm para 0 Hg8 Também foram observados sinais caracteristtmshidrogénios
da metila do grupo NAc (NCOGH em aproximadamente 2,00ppm; e dos hidrogéniosedda
do grupo OAc (OCOCE), em aproximadamente 2,20ppm (Figura 4.3, Figutaerabela 4.2).
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Figura 4.3 — Espectro de RMN d#éd 400MHz, representativo para ambos os lotes amliisde PSC em
D,0, com TSR, (0,0ppm). Lote: IMCOO11.
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Figura 4.4 — Espectro de RMN d# 400MHz, do PSC em {0, com ampliacéo dos seus sinais. (a) sinal
referente aos H-7e H-8; (b) multipleto H-4, H-56HH-7, H-8 e H-9; (c) dupleto Hs3 (d) simpleto CH
do OAC; (e) simpleto CkHdo NAC; (f) tipleto H-3,. Lote: IMCO0011.

A anélise dos espectros de RMN # de ambos os lotes de PSC permitiu identificar
deslocamentos quimicos caracteristicos da molécoladizentes com os dados descritos na
literatura (Lemercinier & Jones, 1996). Os sinaisarvados nesses espectros também sao

similares aos observados no espectro de RMNHd padrdo NANA.

Tabela 4.2-Deslocamento quimico dos hidrogénios do PSC ¢ D

8 'H (ppm) descrito na

riooene 5 H (ppm) literatura*
1,0e 1,75¢, 1H)
S (Figura 4.4 f) 1,60a1,90
2,50 e 2,80d, 1H)
e (Figura 4.4 c) 2,50 a 2,90
3,30 a 4,20 (m6H)
4,5,6,7,8e9 (Figura 4.4 b) 3,40 2 4,30
5,1C (-—-, 2H)
res (Figura 4.4 a) 4,90 a 5,20
2,00 (s, 3H
’ (Figura 4.4 e) 190 82,30
CH; do OAc 2,20 (s, 3H , ;
’ (Figura 4.4 d)

*deslocamentos quimicos publicados por Lemercimiéones, 1996.
4.1.2- PSW135

O mesmo procedimento foi realizado para o PSW18%ark adquiridos espectros de
RMN de *H do padrdo de galactose (Figura 4.5 e Figura &.6p dois lotes de PSW 153
produzidos por Bio-Manguinhos (Figura 4.7 e Fig&).

A andlise do espectro de galactose (Figura 4.5ger#&i4.6) mostrou que o sinal

caracteristico do hidrogénio anomérico (H-1") enmse a 5,25ppm; e 0s sinais na regido de
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3,40 a 4,50ppm atribuidos aos hidrogénios do amglathctose e do metileno da cadeia alifatica
(H-2, H-3, H-4, H-5, H-6) (Tabela 4.3).

Tabela 4.3-Deslocamento quimico dos hidrogénios do padragatietose em .

Hidrogénio & 'H (ppm)

1 5,25 (d, 1H)
(Figura 4.6 a)

2,3,4,5,6 3,40 a 4,50 (m, 5H)
(Figura 4.6 b)

Na andlise do espectro de RMN 't do PSW135 foi possivel verificar a presenca do
sinal caracteristico do hidrogénio anomérico (H&al9,10 ppm, e dos sinais dos hidrogénios do
anel piranosidico e da cadeia alifatica dos momas&ieos NANA e galactose (H-4, H-5, H-6,
H-7, H-8, H-9, H-2’, H-3’, H-4’, H-5’e H-6’) na rego de 3,60 a 4,10 ppm. Além disso, foram
observados os sinais referentes aos hidrogéniag e143-3; do mondémero NANA a 1,67ppm e
2,88ppm, respectivamente e o sinal referente doaesento quimico dos hidrogénios da metila
do grupo NAc (NCOCH) a 2,10ppm (Tabela 4.4). Como o PSW135 € um paotiroenstituido
por dois monémeros (NANA e galactose), foi necessdiferenciar a numeracdo das cadeias
principais destes mondmeros. Entdo para difererasacadeias, para 0 mondmero galactose
utilizou-se a numeragéo acrescida de uma marcegam por exemplo, H-1'.

Dados da literatura mostram que quando o PSW13®n&maese O-acetilado os
deslocamentos quimicos dos hidrogénios H-9 e H1i9°@ séo diferentes (Tabela 4.4;
Lemercinier & Jones, 1996; Jones & Lemercinier, 200Além da presenca dos sinais
encontrados em 2,10 a 2,30ppm atribuidos aos tédiog) da metila do grupo OAc. Como os
dois lotes analisados por RMN de ndo apresentaram sinais caracteristicos do grmtam
OAc, podemos confirmar que a cepa utilizada pameducédo do PSW135, em Bio-Manguinhos,
geram polissacarideos desacetilados. Estes ressiléstiio de acordo com os resultados obtidos
pela técnica de espectrofotometria UV-Vis e RMN 'He realizados anteriormente por Bio-

Manguinhos, onde também néao foi detectada a prasEngrupamentos OAc no PSW135.
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Figura 4.5 - Espectro de RMN d#, 400MHz do padrdo de galactose eg®Pcom DSS (0,0ppm).
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Figura 4.6 - Espectro de RMN d#, 400MHz do padrdo de galactose eg®D, com amplia¢do dos seus
sinais. (a) dupleto H-1; (b) sinais referentestd H-3, H-4, H-5 e H-6.
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Figura 4.7 - Espectro de RMN déH 400MHz, representativo para ambos os lotes de BSWm DO,
com TSPd, (0,0ppm). Lote: IMWOO003.

[
] ——

s am L re

Figura 4.8 - Espectro de RMN d&H 400MHz, do PSW135 em,D, com ampliacdo dos seus sinais. (a)
dupleto H-1’; (b) sinais referentes aos H-2, H-34,HH-5 e H-6; (c) dupleto Hs3 (d) simpleto CH do
NAC; (e) tipleto H-3.. Lote: IMWO0O003.

Cabe ressaltar que ndo existem muitos estudosenatlira a respeito da importancia da
presenca do grupo OAc no PSW135 para a imunogewieid atividade funcional da vacina. A
OMS (WHO, 1976), requer um conteudo minimo de 0,8hfgnde conteudo d®©-acetil no

PSW135. Estudo realizado por Longworth et al. (2@@2n diferentes cepas de polissacarideos
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meningocdécicos, mostrou que na Europa a maioriacdpas de PSW135 (complexo ET 37)
analisadas era desacetilada (92%). Outro estuddizado por Gudlavalleti et al. (2007),
demonstrou qu®-acetilacdo do PSW135 ndo possui importancia sogiva para producéo de
anticorpos contra o agente, concluindo que a pcaseéa grupo OAc, no PSW135, ndo é critico,
do ponto de vista imunolégico.

Assim como no PSC, a andlise dos espectros de R&NHddo PSW135 permitiu
identificar deslocamentos quimicos caracteristt@snolécula, condizentes aqueles descritos na

literatura (Lemercinier & Jones, 1996) e observauoespectro do padrdo de NANA e galactose.

Tabela 4.4-Deslocamento quimico dos hidrogénios do PSW13Bb#£mn

Hidrogénio 8 'H (ppm) & 'H (ppm) descrito na literatura*
1,67 (t, 1H
Bax (figura 4.8 e) 1,50 a 1,80
2,88 (d, 1H
3eq (figura 4.8 c) 2,80 23,00
Vo A Era @ 3,60 a 4,1((m, 11H
4,5,6,7,8,9,2,3,4,5e6 (Figura 4.8 b) 3,60 a 4,10
, 5,1C (d, 1H)
1 (Figura 4.8 a) 4,90a5,10
2,1C(s, 3H
CHs; do NAc (Figura 4.8 d) 2,00 a 2,20
CH; do OAc N&o observado 2,10a 2,30
H-9 e H-9’ N&o observado 4,10 a 4,50
H-7 N&o observado 5,10 a 5,20
H-9’ Nao observado 3,40 a 3,60

*deslocamentos quimicos publicados por Lemercimidones, 1996.

A aplicagcdo da técnica de RMN na avaliacdo da idedé e integridade de
polissacarideos com potencial vacinal tem sidogstappor varios autores (Lemercinier e Jones,
1996; Jones & Lemercinier, 2002; Bardotti et alD02, Jones, 2005; Cuello et al., 2007;
Gudlavalleti et al., 2007; Silveira et al., 2007ar8otti et al., 2008; Vipond et al., 2012). A
Farmacopéia Européia (2005) sugere que o atuad tést identidade que utiliza provas
sorolégicas, seja substituido pela RMN. Esta téctém sido descrita como altamente sensivel e
reprodutivel para o controle de qualidade de pi@<ddeos bacterianos utilizados na producéo

de vacinas (Jones & Lemercinier, 2002).
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4.2- Otimizacdo dos parametros de aquisicdo para espectros quantitativos de RMN déH

Os lotes IMC0011 e IMWO003 de PSC e PSW135, réisjpecente, foram utilizados na
etapa de otimizacdo dos parametros de aquisic@a.aBte estudo as amostra foram pesadas e
diluidas em RO, acrescidas de 1% de T8P-A escolha deste padrao interno é devido a sua nao
interacdo com os polissacarideos analisados, aol@eposicdo de seu sinal com os sinais da
amostra e a sua utilizacdo descrita na literatlaea pp quantificagcdo de polissacarideos
meningocoécicos (Garrido et al., 2012; Vipond ef @D012) . Os parametros de aquisicdo
(nimero de varreduras e temperatura) foram seledasn em funcdo da raz&o sinal/ruido

(S/R>250) e o tempo de espera através da sequdRcianded; =5 x T;.

4.2.1- Tempo de espera Belay (d;)

O d; utilizado na aquisicdo dos espectros quantitatfadsdeterminado, através da
sequéncia de pulso de I.R., em funcdo do valoredgpo de relaxacdo longitudinalfTdo
hidrogénio mais longo dos sinais presentes nasteasate PSC e PSW135.

Os valores de iI obtidos para os hidrogénios presentes na amagtrdSC, sao
apresentados na Tabela 4.5.

Tabela 4.5-Valores de Tdos hidrogénios presentes na amostra de PSC.

Hidrogénios T, Hidrogénios T,
820,879ms 7e8 943,459ms
3 805,291ms Ckldo NAc 1,635seg
664,961ms Ckldo OAc 1,373seg
3eq 623,079ms TSR, 4,853seq
4,5,6,7,8e9 1,360seg

ms = milissegundos; seg = segundos

Nesta tabela, sdo observados que os hidrogéniomnadiacula de PSC apresentaram
valores de Tna faixa de 623,079ms a 1,635seg, enquanto osgédios do padrédo de referéncia
TSPd,apresentaram valor de die 4,853seg.

A Tabela 4.6 apresenta os valores d@dra os hidrogénios da molécula de PSW135. Os

resultados mostram que os hidrogénios apresentaadores de T na faixa de 524,200ms a
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1,359seg, enquanto os hidrogénios do padrao denefa TSR, apresentaram valor de Te
4,732seq.

Tabela 4.6-Valores de Tdos hidrogénios presentes na amostra de PSW135.

Hidrogénios T, Hidrogénios T,
3ax 1,000:ec r 524,200m
3eq 1,160«ec CH; do NAc 1,359¢c
4,5,6,7,8,9,2,3,4,5e6 727,81ms T8P- 4,732seg

ms = microssegundos; seg = segundos

Para ambas as moléculas, o valor ger@ferente aos hidrogénios do TSP-d4 foi utilizado
para determinar d; na aquisicao dos espectros quantitativos, poregeondem aos hidrogénios
mais lentos.

Segundo a literatura o valor dedeve ser no minimo cinco vezes o valor gerdferente
ao hidrogénio mais lento encontrado (Holzgrabe 020Em funcdo do valor de; o TSPd,,
encontrado nas amostras de PSC (24,26seg) e PS{#38®seq), foi padronizado udi de
25seg.

Recentemente, Vipond et al. (2012) utilizaram a RjMidra determinar a pureza de uma
amostra de PSC candidata a padréo certificadonaxtgmmal. Neste estudo os autores também
utilizaram o TSRd; como padrao interno e udq igual a 26seg, obtido através da sequéncia de

pulso de I.R. compativel com o valordieencontrado neste estudo.

4.2.2- Namero de Varreduras — nimero decans (ns)

Para determinar o nimero de varreduras a seradkilipara a aquisicdo dos espectros
guantitativos foi empregado o valor dedeterminado anteriormente (25seg). Foram adquirido
espectros de RMN dtH variando apenas o ns (32 a 128), e em seguidaladb o valor da
razdo S/R. Os valores obtidos nos espectros de dA8Gpresentados na Tabela 4.7. Para o
calculo da razdo S/R, foi utilizado o hidrogénio3&d-a 2,50 ppm do PSC (Tabela 4.7) e o
programa Topspin 2.1.

Os valores da raz&o S/R variam de 340,15 a 4583 %esultados confirmam a influéncia
do nssobrea razdo S/R. Foi observada uma grande variacdo aloses da razdo S/R entre o0s

espectros obtidos com ns igual a 32 e 64, 0 queerdaservado entre os espectros obtidos com
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ns 64 e 128. Apesar da literatura indicar que uamia S/R > 250 é suficiente para o0s
experimentos de RMNq, optou-se pela utilizacdo dens igual a 64 para a obtencdo de
espectros com maior resolucdo (Holzgrabe, 2010).

Tabela 4.7-Valores da razdo S/R, para os espectros de RMM d#o PSC, calculada em funcdo da
variacdo do niumero deans

32 scans 64 scans 128scans
o (ppm) 2,5C 2,5C 2,50
Relacao* 26,2( 26,2( 26,2(
Razao S/R 340,1¢ 451,2: 453,7"

*janela espectral, em Hertz, obtida através daggmafgio do sinal estudado, que deve ser utilizadagaélculo do
ruido.

O mesmo procedimento foi realizado para o PSW136, @lculo realizado com o
hidrogénio anomérico (H-1') a 5,10ppm. De acordmaus resultados apresentados na Tabela
4.8, os valores obtidos no calculo da razdo S/R pguisicdo de espectros quantitativos do
PSW135, sdo necesséarios 64 varreduras para se rakfes S/R > 250. Este resultado foi
inesperado, desde que com o0 aumento do niumesgatesespera-se um aumento do valor da
razao S/R.

De forma a padronizar os experimentos, o numergadreduras selecionado foi ns 64,
condizente com a literatura, onde a razdo S/R para@spectro de RMN d&i deve ser maior
gue 250 (Holzgrabe, 2010).

Tabela 4.8-Valores da razdo S/R, para os espectros de RMN de PSW135, calculada em funcéo da
variagdo do nimero dgans

32 scans 64 scans 128scans
o (ppm) 5,1C 5,1C 5,10
Relacao* 15,2¢ 15,2¢ 15,2¢
S/R 214,0¢ 302,6( 241,2¢

*janela espectral, em Hertz, obtida através daymatgio do sinal estudado, que deve ser utilizadagaalculo do
ruido.

4.2.3- Temperatura (T)

Outro parametro estudado foi o efeito da tempematdstudos preliminares realizados
mostraram que a temperatura tem uma forte infl@énairesolucdo dos sinais de RNV dos

polissacarideos. Os valores de e ns padronizados foram usados no estudo do edeito
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temperaturad; = 25seg ens = 64). Espectros de RMN d#l foram adquiridos variando a
temperatura (303 a 323K) e em seguida a razdo &l¢ulada. Os resultados referentes ao
hidrogénio H-3; a 2,50 ppm do PSC estdo descritos na Tabela Acasto os resultados

referentes ao hidrogénio anomérico (H-1") do PSWdst&0 apresentados na Tabela 4.10.

Tabela 4.9-Valores da razdo S/R, para os espectros de RMM d#o PSC, calculada em funcdo da
variacdo da temperatura.

303K 313K 323K

é (ppm) 2,5C 2,5C 2,50
Relacao* 25,7¢ 25,7¢ 25,7¢
S/IR 417,5¢ 443,7¢ 438,9°

*janela espectral, em Hertz, obtida através dagmafgio do sinal estudado, que deve ser utilizadagaélculo do
ruido.

Tabela 4.10-Valores da razdo S/R, para os espectros de RMN de PSW135, calculada em funcéio da
variacdo da temperatura.

303K 313K 323K

3 (ppm) 5,1( 5,1( 5,1(
Relago* 14,87 14,87 14,87
SIR 379,5¢ 403,3¢ 397,6t

* janela espectral, em Hertz, obtida através degiatcdo do sinal estudado, que deve ser utilizadagcélculo do
ruido.

Para ambos os polissacarideos, € possivel obsprea razdo S/R sofre influéncia com a
variacdo da temperatura. Resultados inesperadas) fencontrados, jA que os espectros obtidos
com a temperatura de 313K apresentaram o maior galoazdo S/R e a melhor resolugdo nos
sinais, 0 que seria esperado para a temperatu3d@3te Sugere-se que esse resultado possa ser
devido a possibilidade de formacdo de agregadopolissacarideo ou ainda que a diferenca
encontrada entre as duas temperaturas ndo apresienénca significativa. De acordo com os
resultados encontrados, a temperatura de 313K @isaintdicada para a utilizacdo na aquisicao
dos espectros quantitativos de ambos os sorogr@®salores de S/R encontrados para essa

temperatura, também, sdo compativeis com aquelgEados na literatura (Holzgrabe, 2010).

4.2.4- Janela espectral (SW

A SW foi determinada utilizando-se uma regido adial de 3ppm nas extremidades do

espectro (Holzgrabe, 2010). Ambos 0s polissacasidpesentam sinais caracteristicos dentro do
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mesmo intervalo de deslocamento quimico (0,0 aps2pe como consequéncia utilizaram o
mesmo tamanho de SW para a aquisicao dos espqo@ostativos. Ao adicionarmos 3ppm as
extremidades dos espectros do PSC e PSW135 falaobitha SW de tamanho igual a 12ppm
(4810Hz). O pulso de excitacdo nao foi dado no meiganela espectral (O1P-3,0ppm) como
recomendado (Holzgrabe, 2010), pois os sinais dd®dénios H-3 do anel piranosideo de
ambos 0s sorogrupos estado situados nesta regidou-©p entdo, em utilizar um O1P igual a

3,22ppm para que nao ocorresse distor¢do dos.sinais

4.3- Avaliacao dos resultados obtidos por RMNq

Em funcdo dos resultados obtidos, os valores seladbs para os parametros de
aquisicdo dos espectros quantitativos de RMRHlipara os polissacarideos PSC e PSW135 séo
descritos na Tabela 4.11. Com estes parametrasmptde aquisicdo dos espectros de RMNq é

de aproximadamente 35 minutos.

Tabela 4.11-Pardmetros de RMN utilizados na obtencdo de esgegtiantitativos de PSC e PSW135
Parametros de aquisicédo para PSC e PSW135

Campcmagnétici (MHz) 50C d; (seg) 25
namero devarredura 64 janela spectral (ppr 12
temperatura (K 31z padréo intern TSF-d,

Sem rotacdo da amos

Para os experimentos quantitativos foram utilizadss sequéncias de RMRH
tradicionais (zg) e GARP (zgig).

De acordo com os espectros obtidos inicialmenta paralculo de percentual da pureza e
teor de OAc do PSC foram selecionados os hidrogéni@ e H-8 £ 5,10 ppm) e o multipleto
referente aos hidrogénios do anel piranosidico deiaaalifatica € 3,30 a 4,20 ppm). E
importante ressaltar que o PSC é formado por uegladpetidas de NANA, que apresentam
grupos OAc as vezes no carbono 7 ou no carbonoe&cAlha desses sinais deve-se ao fato do
espectro de PSC ndo apresentar outros sinais aliegeate separados para garantir uma
integracdo confiavel e serem utilizados para outdlde pureza e teor de grupos OAc. Os

resultados obtidos nos experimentos zg estao apeaes na Tabela 4.12.



61

Tabela 4.12-Percentual de pureza e conteddo de grupos OAemiessnos lotes de PSC, determinados
por RMN(q utilizando uma sequéncia padrao de hidrimgé

RMNq utilizando sequéncia padrédo de hidrogénio

Lotes
Pureza (%)* OAc (umol/mg)*

89,13 2,53

IMC0011 88,17 X = 88,92+ 0,67 2,55 X = 2,55+ 0,02
89,47 2,57
86,67 2,50

IMC0013 87,15 X =86,77+0,34 2,50 X =2,50+0,00
86,50 2,50
92,21 2,45

IMC0018 91,91 X =92,17+0,25 2,48 X =2,46%0,02
92,40 2,45
82,55 2,49

IMC1001 82,89 X =82,74:0,17 2,51 X =2,50+0,17
82,79 2,51

*resultados obtidos através de trés diferentegjiat@es de um Unico espectro. Resultados expressa®dia X )
+ desvio padrao.

Os resultados de percentual pureza variam entEs%2a 92,40% e encontram-se acima
da especificagdo de aprovacao desta moléeculB0%). O mesmo é observado nos resultados
obtidos para a teor de grupos OAc que variam de &,2,5mol/mg, encontrando-se acima da
especificacao de aprovac&ol,5umol/mg).

Em seguida, espectros de RMNq 'tte dos lotes de PSC foram obtidos utilizando a
sequéncia GARP (com remocao dos sinais satélité¥Cepara avaliacdo da interferéncia dos
sinais satélites na quantificacdo da pureza da aulelé Como esperado, os resultados de
percentual pureza foram menores (79,56 a 88,89%43, @ remocdo dos satélites acarreta a
diminuicdo da area de integracdo dos sinais. Qdassequéncia GARP induziu em média, uma
diminuicdo de 3,3% no percentual de pureza. Emi@tacom exce¢ao de um valor encontrado
para o lote IMC1001, todos os outros percentuajpudeza encontram-se acima da especificacéo
de aprovacao desta molécuta80%), entretanto, quando os valores de média @dgiderados,
todos os lotes utilizados encontram-se aprovadwsolro lado, todos os resultados obtidos para
a concentracdo de grupos OAc encontram-se acimeespacificacdo de aprovacae (
1,5umol/mg), com uma variacao de 2,07 a 2,64umo(fragela 4.13).
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Tabela 4.13-Percentual de pureza e conteddo de grupos OAemiessnos lotes de PSC, determinados
por RMN(q utilizando uma sequéncia GARP

RMNq utilizando sequéncia GARP

Lotes
Pureza (%)* OAc (pmol/mg)*

82,4 2,2¢

IMC0011 82,4¢ X =82,34+0,16 2,2¢ X =2,23+0,01
82,15 2,23
84,9( 2,67

IMC0013 84,8: X =84,81+0,09 2,51 X =2,61+0,04
84,71 2,64
88,8¢ 2,2¢

IMC0018 88,3¢ X =88,38+0,51 2,21 X =2,27+0,01
87,8 2,2€
80,2¢ 2,07

IMC1001 79,5¢ X =80,20 +0,61 2,07 X =2,08+0,02
80,77 2,11

* resultados obtidos em triplicata. Resultados espos em médiaX ) + desvio padrao.

A andlise estatistica dos resultados foi realizatda avaliar a significancia das diferencas
obtidas. Para esta avaliacao foram construidosgiafios de erro, utilizando-se a média global
de todos os resultados obtidos e um nivel de cugdiale 95% (Figura 4.9 e Figura 4.10). A
analise destes gréaficos mostrou que ambas as sEagiéianto para pureza quanto para teor de
OAc apresentam variagdes de resultados semelh@géstervalos de confianca de cada método
nao se sobrepdem, apontando diferenca significgtiva0,001), entre as duas sequéncias para 0s
valores de pureza (3,72%) e teor de OAc (0,20 ymg)l/ Estes gréficos, também permitem a
visualizacdo da margem de erro, no qual € possstehar o valor de pureza médio (85,79%) e
do teor de O-acetilagdo médio (2,40 umol/mg) dasstas.

Outros estudos, presentes na literatura, comprogaen a sequéncia GARP para a
guantificacdo de diferentes moléculas, incluindpotissacarideo meningococico sorogrupo X
(PSX), é a mais indicada (Holzgrabe, 2010; Gareidal., 2012; Santos e Colnago, 2013).
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Figura 4.9- Gréafico de erro para avaliacdo dos resultadosutlezp obtidos pela sequéncia padrédo de
hidrogénio X sequéncia GARP do PSC.
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Figura 4.10- Grafico de erro para avaliagdo dos resultados aeentracdo de OAc obtidos pela
sequéncia padréo de hidrogénio X sequéncia GARPESEh
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O mesmo procedimento foi utilizado para os estui®sRMNqg de'H dos lotes de
PSW135 (Tabela 4.14).

A escolha do sinal utilizado na quantificacdo fealizada através da avaliacdo de
espectros de amostras e padrées de NANA e galaétpde a analise dos espectros dos padrbes,
foram selecionados os hidrogénios anoméricos F;,10ppm) da galactose , os hidrogénios H-3
(1,67ppm e 2,88ppm) e os hidrogénios do grupo anetdl NAc (2,10ppm) do NANA para a
avaliacao preliminar dos hidrogénios a serem atilis no calculo de percentual de pureza.

Os resultados de pureza apresentaram valores ajismvde 66,89% a 100,67%. A
comparacgado dos resultados obtidos apresentaranerdifess na ordem de 33% entre o maior e
menor resultado encontrado. Porém, até o presemgentio ndo foi possivel inferir os motivos
da discrepancia nos resultados, mas sugere-ses#ipdade de presencas de impurezas ou
problemas no preparo da amostra. O lote IMWOO0O&sapde estar aprovado pelo Departamento
de Controle de Qualidade de Bio-Manguinhos e dutiins Finlay (Cuba), apresenta os menores

valores de pureza.

Tabela 4.14- Percentual de pureza nos lotes de PSW135, detmtosnpor RMNg utilizando uma
sequéncia padréo de hidrogénio
RMN(q utilizando sequéncia padrédo de hidrogénio

Lotes Pureza (%)
utilizando H-1’ utilizando NAc utilizando H-3 4« utilizando H-3¢q
93,8 __ 85,8( __ 96,2¢ __ 94,48 __
IMW0003  93.0¢ X =93,20 + 85, 5¢ X=8542+ 96,8t X =96,56 + 95.3¢ X =94,95
92,7¢ 0,55 84,8 0.49 96,54 0.29 95,01 0,47
81,6( __ 67,8: _ 80,0 __ 77,3t _
IMW0006 8147 X=81,46+ 67.0; X =67,26 82,2 X=8151+ 79.2: X =178,78
81,3( 0.15 66,8¢ 0,50 82,27 1,28 79,8( +1,29
87,4« __ 82,41 _ 88,5( __ 86,8¢ __
DF-007W 85,8 X =86,45+ 8181 X=8253+ 89,01 X =88,87 + 87.0; X =86,94
86,01 0.86 83,3¢ 0.79 89,0¢ 0.32 86,8¢ +0.12
96,6¢ __ 84,1t __ 100,67 __ 93,3C _
DF-008W  96,9¢ X =96,87 85.7¢ X=85,34+ 98 4¢ X=99,40 + 92.0¢ X=92,84
96,9/ 0.17 86,17 1,06 99,0z 1,14 93,1« +0.66

Resultados expressos em média ) = desvio padrao.



65

Com o intuito de avaliar estatisticamente as €ifeas de resultados obtidos pelos quatro
sinais e apontar o sinal mais adequado a seragtdina quantificacédo, construiu-se um grafico
de erro (Figura 4.11) utilizando-se a média glabzd resultados obtidos com um intervalo de
confianca de 95%. Os resultados de pureza, obgidlms quatro sinais apresentaram uma baixa
dispersdo de valores, em torno de suas medias igloaEm de apresentarem diferenca
significativa entre si (p < 0,001).

Seguindo a teoria da RMN, que sugere a utilizagdosidal mais simples para os
experimentos de quantificacdo, o hidrogénio do Hid mondmero galactose seria mais
recomendado. Os resultados obtidos com a analiste daal permitiria que todos os lotes
fossem aprovados, pois estariam dentro da espagéfic Além disso, o sinal do NAc (2,10ppm)
também poderia ser utilizado. Entretanto, os valdeepureza obtidos a partir da integracéo deste
sinal foram mais baixos que os outros trés sinediaalos. Mesmo que os dados descritos na
literatura mostrem que a molécula de PSW13$-acetilada, necessita-se de um estudo mais
detalhado para comprovacdo de que ela € totalnMatetilada ou se os valores encontrados
estdo relacionados com uma dificuldade de analestedpolimero devido ao seu tamanho
molecular. Entretanto, este sinal foi utilizado gpguantificacdo da pureza do PSX, segundo
Garrido et al. (2012), gerando resultados satigtato Por outro lado os valores de pureza
calculados a partir dos sinais H-1', H-3ax e H-8&a@m similares, sugerindo a possibilidade de
utilizacdo de um destes sinais para fins de queetdio. Como ndo existem artigos publicados
descrevendo a utilizacdo da RMN para quantificalgipureza do PSW135, foi utilizado o sinal
H-3eq (dupleto, 2,88 ppm) ja que outros estudos sugesam utilizagdo para estudos de
guantificagéo do PSC (Vipond et al., 2012).

Em seguida, espectros de RMNq'#ieforam obtidos utilizando a sequéncia GARP e os
resultados encontram-se na Tabela 4.15. Somentesafados da integracdo do sinal &4-3
foram utilizados na quantificacdo. As amostras sgmaram pureza em torno de 66,76% a
89,36%. Novamente os resultados para o lote IMWO&i6o abaixo da especificacdo e séo

divergentes daqueles encontrados no método UV-Vis.
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Figura 4.11- Grafico de erro para avaliacao dos resultadoslobtpelos diferentes sinais do espectro de
RMNq de'H do PSW135, utilizando a sequéncia padrdo de dphio.

Tabela 4.15-Percentual de pureza nos lotes de PSW135, detmtosnpor RMNq através de uma
sequéncia padréo de hidrogénio e de uma sequéA&® Gutilizando o sinal do Hz3para os calculos.

RMNq utilizando sequéncia padréo de

RMN(q utilizando sequéncia GARP

Lotes hidrogénio
Pureza (%)

94,45 89,36

IMW0003 95,39 X =94,95 + 0,47 90,25 X =90,02 +0,58
95,01 90,46
77,33 67,63

IMWO0006 79,22 X =78,78 +1,29 67,37 X =67,25+0,45
79,80 66,76
86,88 83,53

DF-007W 87,07 X =86,94 0,12 81,89 X =82,96+0,92
86,86 83,45
93,30 88,98

DF-008W 92,08 X =92,84 +0,66 89,08 X =88,94+0,16
93,14 88,77

Resultados expressos em méda ) + desvio padrao.
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Com esses resultados foi construido um gréficerde (Figura 4.12), utilizando a média
global dos resultados, para observar se ha ouifétertta significativa entre as duas sequéncias.
A analise do grafico em questdo mostrou que a sequEARP apresentou uma variagdo maior
dos resultados em relacdo a sequéncia padrdo, @& cquplicado pela presenca dos baixos
resultados do lote IMWOO0O06. Os intervalos de comfégade cada sequéncia ndo se interceptam,
apontando que as sequéncias apresentam uma difesigngicativa (p < 0,001) entre si.

Para ambas as moléculas, foram observadas diferaignificativas entre as sequéncias
utilizadas, sugerindo que a presenca dos satditEE€ possa estar superestimando os valores de
pureza e teor de OAc. Mediante esta observacaaferate dados descritos na literatura, optou-

se pela utilizacdo da sequéncia GARP no métodawédrdesenvolvido.

_ }

88,38 (87,96 ; 88,79)

86 88
|

Pureza (%)

84
|
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83,04 (81,57 ; 84,52)

T T
RMN pelo H-3aq RMN(GARP) pelo H-3aq

Figura 4.12- Grafico de erro para avaliacdo dos resultadoslobtpelos diferentes sinais do espectro de
RMNq de'H do PSW135, utilizando a sequéncia padrio de dpéahio.
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4.4- Avaliacéo dos resultados obtidos por EC

As analises de EC foram realizadas utilizando quates de PSW135, padrdo de NANA
e galactose, com o objetivo de determinar a pudezgolissacarideo em questdo como um
polimero (NANA e galactose), ja que o método deeespfotometria UV-Vis, atualmente
utilizado no Departamento de Controle de Qualiddeldio-Manguinhos, somente determina o

percentual de um monémero (NANA).
Foi obtido um eletroferograma dos padroes de NANyalactose, em uma Unica amostra,

com o objetivo de verificar o tempo de migracdo sdespadrdoes. O eletroferograma é

apresentado a seguir (Figura 4.13).

mAL
10 5,476

0 2 4 b ] 10
Figura 4.13- Eletroferograma referente a introducdo da solugloNANA + galactose 500ug/mL.

Condicdes de analise: Coluna de silica fundidam &0 um, tampédo borato 20 mM, pH 9,3, 10 kV,
injecdo hidrodindmica: 50 mbar por 5seg, tempegiader25°C e tempo de corrida de 10 minutos.

Um dnico sinal de alta intensidade foi observadotemo de 5 minutos de andlise,
sugerindo que seja o sinal referente aos padrod$ANA galactose, que migraram em tempos

similares. Também pode-se observar o aparecimantpedquenos sinais na regido de 3 a 4



69

minutos, constantes em todos os eletroferogramagjsive no eletroferograma referente ao
branco.

Com o intuito de verificar se ambos os padréeqgutiisentes no sinal encontrado, foram
obtidos eletroferogramas de NANA e galactose, sejaamente, e ambos sédo apresentados nas
Figuras 4.14 e 4.15. Novamente, um unico sinal@eintensidade foi observado em um tempo
de migracdo em torno de 5 minutos em ambos o®fEaigramas.

Em seguida foi obtido um eletroferograma de umastraode PSW135 utilizado na
producdo de vacinas meningocoécicas polissacarjdieas Bio-Manguinhos. O mesmo €
apresentado na Figura 4.16, onde pode-se obsepras@nca de apenas um sinal com tempo de
migracao proximo a 5 minutos.

A avaliacdo dos quatro eletroferogramas demonsieaogsinal observado em torno de 5
minutos é referente ao PSW135, e que os parameéramalise utilizados, a partir daqueles
descritos por Lamb et al. (2005), sdo adequados plterminar a identidade de tal
polissacarideo. Estes parametros, considerandcalieracdo no tampao e no tempo de corrida,

foram utilizados para a quantificacéo dos loteP8@/135.

maLl 4,661
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Figura 4.14- Eletroferograma referente a introducdo da solugablANA 500pg/mL em tampé&o borato
20mM. Condicdes de andlise descritas na Figura 4.13
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Figura 4.15-Eletroferograma referente a introdugéo da solugdgathctose 500pg/mL em tampé&o borato
20mM. Condicdes de analise descritas na Figura 4.13
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Figura 4.16- Eletroferograma referente a introducéo da soladgdBSW135 500ug/mL em tampéo borato
20mM. Condicdes de andlise descritas na Figura 4.13

A analise realizada para determinar o percenteaputeza do PSW135 foi realizada
construindo-se uma curva de calibracdo utilizangiopadréan housede PSW135. A curva de
calibracdo e valores de percentual de pureza sd@seapados na Figura 4.17 e Tabela 4.16,

respectivamente.
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Figura 4.17-Curva de calibracao, utilizando um padi@tousede PSW135
A Equacédo 4.1 descreve a reta do gréfico de regpelasear referente ao gréfico da
Figura 4.17, onde o coeficiente linear é igual,8%123, o coeficiente angular igual a 0,036591e o

coeficiente de correlacao linear (r) igual a 0,%614

y = 0,036591x — 2,3113 (4.1)

Tabela 4.16- Percentual de pureza nos lotes de PSW135, detatosinpor EC utilizando a area
normalizada

Eletroforese Capilar

Lotes Pureza (%)

96,6¢
IMWO0003 97,6¢ X =97,54+0,81
98,31
94,6(
IMWO0006 96,0¢ X =95,46 +0,77
95,7(
98,9:¢
DF-007W 99,8¢ X =99,78 £0,81
100,5¢
94,1«
DF-008W 94,4 X =94,28 £0,20
107,2*

*resultado ignorado em funcéo de ser um dado diante a andlise. Resultados expressos em mgdjeH{ desvio
padrao.



72

Conforme observado na tabela em questdo, o mé®deC gerou resultados de pureza
para o PSW135 que variam de 94,14% e 100,54%pzantdio a area normalizada. Em funcéo
desta normalizacdo, sdo observados resultados oowaprariacdo, o que ndo foi observado
guando utilizou-se apenas a area de integracaindb $ais resultados indicam que os quatro
lotes utilizados no presente estudo apresentanxeelemte percentual de pureza e que estariam
aprovados pela especificacdo minima de purezadexpgla OMSX 80%). Uma vantagem desta
metodologia é a possibilidade de realizar a queafifio da molécula como um polimero,
composto de duas unidades monomeéricas e ndo apeni@teccdo do mondémero NANA,
conforme faz o método do resorcinol (UV-Vis).

O Departamento de Controle de Qualidade de BiogMdiamos ja utiliza a EC para a
guantificacdo dos polissacarideos meningococicagyaaos A, C e W135 presentes no produto
final da vacina polissacaridica. Da mesma man8ioaza (2011) utilizou condi¢cdes de analises
similares empregando a CZE para o desenvolvimentalidagcdo de uma metodologia de
guantificagdo de acucar livre presente no bulk w@ina conjugada brasileira contra
N.meningitidisdo sorogrupo C, que esta sendo desenvolvida msMBnguinhos. Desta forma,
esta técnica poderia ser um meétodo alternativoudatdicacdo do PSW135 enquanto matéria-
prima do processo de producdo da vacina, apés lzag®w adequada da validacdo dos

parametros de analise.
4.5- Avaliacdo do estudo de pré-validacédo do métodie RMNq de’H para o PSW135

O estudo de pré-validacdo do método proposto &izaxlo com base na Resolu¢do — RE
n® 899, de 29/05/2003 da ANVISA (Guia para validadéd métodos analiticos e bioanaliticos).
De acordo com essa resolucdo, foram realizadosiosnsie especificidade/seletividade,
linearidade, intervalo, preciséo (repetitividad@recisédo intermediaria), exatidao e robustez. Para
tais ensaios foi utilizado um lote de PSW135 (PS9Y0H padrdo de NANA comercial, como

substancia de referéncia, com uma pure2a8%.
4.5.1- Especificidade/seletividade

A especificidade/seletividade foi avaliada atragtésanalise de espectros de RMN'He

obtidos, separadamente, do solvente, do padrémant= da substancia de referéncia (NANA).
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Esse ensaio teve como objetivo garantir que osssaaerem integrados para a quantificacao
correspondessem apenas aos polissacarideos sepaitiio. Os espectros do solvente (Figura
4.18), padrao interno (Figura 4.19) e substanciaeteréncia (Figura 4.20) sdo apresentados a
sequir.

Através dos espectros do solvente, padréo intesubstancia de referéncia, foi possivel
verificar que os sinais presentes em cada um duosc&ses ndo apresentam sobreposicao, na
regido do sinal H-3, que € utilizado para a quantificagéo da purez&#8w135. Diante do
exposto, pode-se dizer que o método apresentaispgade/seletividade para a identificacéo e
guantificagdo do PSW135, ja que o solvente e odoathterno ndo interferem na amostra a ser
guantificada.

laicpt04130350
Solvente - Erika
Op. Eliane

m=-zZm<rown

55 5.0 4.5 4.0 35 2.5 2.0 15 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)

Figura 4.18- Espectro de RMN did, 400MHz do solvente f.
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laicpt04130351
D20 + TSP4 - Erika
Op. Eliane

m-=H2Z2<ron
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Figura 4.19- Espectro de RMN ded, 400MHz do padréo interno TSR-em BO.

NAc

mH4zZ2m<rown

H-3eq H-3ax

UL L
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52 50 48 46 44 42 40 3.8 36 34 32 30 2.8 fzﬁ 2).4 22 20 1.8 16 14 12 10 08 06 04 02 00
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Figura 4.20- Espectro de RMN di, 400MHz da substancia de referéncia (NANA) es®D
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4.5.2- Linearidade
A linearidade foi avaliada através da analise ideocdiferentes concentragcbes de uma

solucao padrao de NANA, usando o sinal H-3eq paanatrucdo da curva. Os resultados estéao

apresentados a seguir (Tabela 4.17 e Figura 4.21).

Tabela 4.17-Resultados de linearidade da validacdo do méted®MNg para quantificacdo do PSW135.

Valores da Integral de acordo com a concentracdo dalugédo de NAN/
Concentragao*

Ponto (mg/mL) Integral 1 Integral 2 Integral 3 Integral média
P1 3,9¢ 0,243t 0,239¢ 0,237: 0,240:
P2 544 0,300z 0,302« 0,299" 0,300¢
P3 6,7¢€ 0,399¢ 0,396¢ 0,400¢ 0,399(
P4 8,21 0,464¢ 0,468 0,480 0,471:
P5 9,4¢€ 0,563’ 0,561" 0,564( 0,563:

*considerando o valor da massa de padrdo NANA @eeambrrigida pela pureza certificada.

0,6000

0,5000 /

0,4000

0,3000
/ y=0,0594x- 0,0076

0,2000 RZ = 10,9922

Integral

0,1000

0,0000 . . . |
0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Concentrag¢do (mg/mL)

Figura 4.21-Curva padréo de NANA para avaliacdo do par@metrinearidade.

A Equacao 4.2 descreve a reta do grafico de refjpelinear construido a partir da curva
padrdo (Figura 4.21). O coeficiente linear (inteé&e com o eixo y) € igual a 0,0076, o

coeficiente angular igual a 0,0594 eigual a 0,9922.

y = 0,0594x -0,0076 4.2)
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Com o intuito de avaliar o ajuste da curva (soewdual), os valores de concentracao
experimental dos pontos da curva foram recalculadmsvés da interpolacdo da média das
integrais medidas na propria curva padrao. Os &sltedricos de concentracdo dos pontos da
curva foram calculados substituindo-se os valoessrdédias das integrais pelo valor gen@a

Equacéo 4.2. Os resultados sé@o apresentados nia flati

Conforme observado na Figura 4.21 e dito anterinotepea curva padrdo de NANA
resultou em um coeficiente de correlagédo linearigual a 0,9922. Como o valor obtido foi
superior ao critério minimo de aceitacdo descrt&i n° 899r(> 0,99), pode-se concluir que o
método atendeu ao critério de linearidade. Aléradjis ajuste da curva apresentou um valor de
desvio relativo adequado (2,77%), menor que 5%.

Apesar da RE n° 899 exigir o ensaio de linearidadts pardmetro ndo seria necessario
para os resultados obtidos por RMN(, devido a taraticas especificas do método. Na RMNq
a linearidade pode ser considerada intrinseca dodméa que a area do sinal de RMN sempre
sera proporcional ao niamero de nucleos que o gerava seja, o sinal gerado sempre sera

diretamente proporcional a concentracdo do anaditamostra.

Tabela 4.18-Avaliacé@o do ajuste da curva padrdo de NANA dooshéide RMNQ para quantificacdo do
PSW135.

Valor Real Valor
Valor Residuo
(corrigido calculado (Valor experimental — Diferenca
Pontos Nominal percentual
pureza) na curva Valor calculado) em médulo
(mg/mL) (em médulo)

(mg/mL) (mg/mL)

P1 4,1¢ 3,9¢ 4,17 -0,1¢ 0,1¢ 4,51
Pz 5,67 5,44 5,1¢ 0,2t 0,2t 4,65
pE 7,04 6,7¢ 6,8t -0,0¢ 0,0¢ 1,2t
P4 8,5¢€ 8,21 8,0¢€ 0,1¢€ 0,1¢€ 1,9C
PE 9,8¢ 9,4¢ 9,61 -0,14 0,14 1,5¢

ajuste da curva (soma residual) 0,82

média dos desvios relativos (¥ 2,71
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4.5.3- Precisao

A precisdo do método foi avaliada através de essd® repetitividade e preciséo
intermediaria, a qual pode ser expressa como dgmdodo relativo (DPR) ou coeficiente de
variacéo (CV).

Conforme a ANVISA (2003), os critérios de aceitapadem variar de acordo com o tipo
de método e a aplicacdo do mesmo, ndo podendoaer que 5 %. Desta forma, o critério
adotado foi CV < 5%.

4.5.3.1- Repetitividade

A repetitividade foi avaliada através do calculodésvio padrédo e coeficiente de variagéo
obtido por seis determinacbes da amostra a 100%odeentracdo do teste. Os resultados

encontram-se na Tabela 4.19.

Conforme observado nesta tabela, foram obtidodtaeis de percentual de pureza que
variam de 86,01% a 86,92%, e um desvio padréao el a 0,36 e 0,42%, respectivamente.
O método foi considerado conforme quanto a repit#de pois 0 mesmo apresentou um

CV menor que 5%.

Tabela 4.19- Resultados de repetitividade da validacdo do noétbel RMNQ para quantificacdo do
PSW135, utilizando lote PSW009.

Percentual de pureza do Polissacarideo meningocéaisorogrupo W135 (%)

1 86,01

2 86,0¢

3 86,1(

4 86,41

5 86,92

6 86,01
Médie 86,2¢
Desvio Padré 0,3¢

Coeficiente de variacao (' 0,4z
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4.5.3.2- Precisao intermediaria
A preciséo intermediaria foi avaliada através de determinac¢des da amostra a 100% da

concentracao do teste, por dois analistas difeseata dias diferentes. Os resultados encontram-
se na Tabela 4.20.

Tabela 4.20-Resultados de preciséo intermediaria da validdgamétodo de RMN(q para quantificacdo
do PSW135, utilizando lote PSWO009.

Percentual de pureza do Polissacarideo meningocdéaisorogrupo W135 (%)

Analista A Analista B

Dia 1 Dia 2

1 86,01 85,9

2 86,0¢ 85,5¢

3 86,1( 85,8¢

4 86,41 85,6(

5 86,92 85,77

6 86,01 85,7:

Média de cada analis 86,2¢ 85,7¢

Desvio padrao de cada anal 0,3¢ 0,14

Coeficiente devariacédo de cada analista 0,4z 0,1¢€
Média tota 86,0(
Desvio padrao tot 0,37
Coeficiente de variacao (' 0,42

Conforme observado nesta tabela, foram obtidogyspdbis analistas, resultados de
percentual de pureza que variam de 85,58% a 86,82, desvio padréo total e CV total igual a

0,37 e 0,43%, respectivamente.

O método foi considerado conforme quanto a repiglitde pois 0 mesmo apresentou um
CV menor que 5%. Pode-se dizer que o método édemasio preciso para a quantificacdo do
PSW135.

4.5.4- Exatidao

A exatidao foi avaliada através da analise de unfesténcia de referéncia de pureza
conhecida (NANA), a partir de nove determinagdo@sitemplando o intervalo linear, ou seja,

utilizando trés concentracbes diferentes (baixa,29mg/mL; média — 7,14mg/mL; alta —



79

10,00mg/mL).Para este ensaio, utilizou-se um padrdo de NANAuweza certificada (Sigma
ALdrich) igual a 96% e como critério de aceitac@o e@rro menor que 5%. Os resultados sé@o
apresentados sob a forma de concentracdo de NAlBe(d 4.21) e percentual de pureza do
NANA (Tabela 4.22).

Tabela 4.21- Resultados de exatiddo da validacdo do métod®Midg para quantificacdo do PSW135,
considerando a concentracdo da solucgéo.

Concentracdo de NANA (mg/mL)

Alta Média Baixa
9,46mg/mL 6,76mg/mL 3,99mg/mL
1 9,14 1 6,48 1 3,95
2 9,11 2 6,43 2 3,88
3 9,14 3 6,49 3 3,85
meédie 9,1: medie 6,47 médie 3,8¢
Concentracéo Real Concentracao Real Concentracao Real
(massa pesada corrigided,46 (massa pesada corrigideb,76 (massa pesada corrigide3,99
pureza) pureza) pureza)
Exatidac 96,4¢ Exatidac 95,6¢ Exatidac 97,5t
Erro (%) 3,52 Erro (%) 4,32 Erro (%) 2,45

Tabela 4.22-Resultados de exatidao da validacdo do métodoMidgRpara quantificacdo do PSW135,
considerando o percentual de pureza do NANA em saldgZo.

Percentual de pureza do NANA obtido em 3 diferentesoncentracde

Pureza do padrdao NANA 96,00%

Alta Média Baixa
9,46mg/mL 6,76mg/mL 3,99mg/mL

1 92,71 1 92,0t 1 94,9¢

2 92,3¢ 2 91,3¢ 2 93,4«

3 92,7¢ 3 92,17 3 92,5¢

Médie 92,62 Médie 91,8t Médie 93,6¢

Exatidac 96,4¢ Exatidac 95,6¢ Exatidac 97,5t

Erro (%) 3,52 Erro (%) 4,3 Erro (% 2,4t
Média total das 3 concentrag 92,71
Exatidao utilizando a média tc 96,57
Erro total (% 3,4:

Conforme observado nas Tabelas 4.21 e 4.22, offa@ss se apresentaram de acordo

com o esperado (concentracdo da solucao e perteetpareza). Os valores de erro (%) foram
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calculados para as trés concentracdes, apresentasdtados menores que 5%. O erro
calculado, utilizando a média global das trés cotragdes, também apresentou um valor menor
gue 5%. Entdo, pode-se dizer que todos os val@&esrds encontrados estdo de acordo com o
valor de erro aceitavel.

Através dos resultados obtidos neste ensaio, podbzer que o método possui uma

exatiddo adequada para a quantificacao da pureP&\Aa 35.

4 5.5- Intervalo

O intervalo do meétodo foi avaliado de acordo comco#rios de aceitacdo para
linearidade, exatid&ao e preciséo.

Através destes resultados, pode-se dizer que asesakbncontrados estdo dentro do
intervalo estabelecido pela curva padrdo de NAN#leoo menor ponto € igual a 4,29mg/mL e o

maior igual a 10,0mg/mL.

4.5.6- Robustez

A robustez foi avaliada através da variacdo da ¢eatpra e nimero de varredura no

momento da aquisicdo dos espectros.

Tabela 4.23-Resultados de obtidos pela variacdo da temperdéuaguisicdo dos espectros de RMNQ de
'H para quantificacéio do PSW135, utilizando lote B8V

Pureza (%
Temperaturas (K) (%)

1 2 3 média
303 84,83 84,75 85,31 84,96
313 88,35 88,30 88,56 88,40
323 88,01 87,45 87,76 87,74

Conforme observado na Tabela 4.23, os resultadgricbza do PSW135 obtidos com a
variacao da temperatura de aquisicdo apresentarante 84,75% e 88,56%. Pode-se observar
gue resultados mais baixos, com média de 84,96&mfabtidos utilizando-se uma temperatura
igual a 303K. Tais resultados apresentam uma difereem torno de 3,9% da média dos

resultados obtidos a 313K (temperatura de anajss3, a 303K 0s espectros apresentam baixa



81

resolucdo dos sinais. Isso ndo é observado nobackssl obtidos a 323K, que apresentam uma
variacao de 0,8% quando comparados aos resultatide®a 313K.

Na Tabela 4.24, os resultados de pureza do PS\Witdtos com a variacdo do nimero
de varreduras da aquisicao apresentaram-se ent8%le 88,56%. Observam-se resultados
mais baixos, com média de 82,17% quando espearasfobtidos utilizando-se um ns igual a
32. Esses resultados apresentam uma diferencal%eem torno da média dos valores obtidos
por um ns de 64 indicando que tal valor de ns émtia no resultado obtido. Quando
comparamos os resultados obtidos com ns 128, ayees/uma diferenca de 1,0% em torno da
média, utilizando ns 64, sugerindo que esse vaarschdo influencia nos resultados obtidos.

Através da uma avaliacdo global pode-se dizeragigenperatura de 303K e o nimero de
varredura igual a 32 apresentam uma interferénom nesultados obtidos, o que néo foi
observado nos outros valores de parametros alterddevido a estas interferéncias, tais
parametros devem ser cuidadosamente controladas m&Ew originarem resultados pouco
confidveis na quantificacdo do PSW135. As variagiadizadas no método foram grandes
(variacdo de 10 graus na temperatura e de 32 a 6%)) porém nos ensaios de validacdo do
método, devem-se testar pequenas variacdes de regompee ns. Atraveés destas pequenas
variacOes sera possivel determinar o limite de ézatpra e ns que o método € capaz de suportar,

sem que haja interferéncia ns resultados (ANVIS®32 Xu et al., 2005b).

Tabela 4.24-Resultados de obtidos pela variagdo do numero dledeaa da aquisicdo dos espectros de
RMNq de'H para quantificacdo do PSW135.

, Pureza (%)
NUmero de varredura

1 2 3 média
32 82,43 82,48 81,60 82,17
64 88,35 88,30 88,56 88,40
128 87,58 87,35 87,60 87,51

Através do estudo de pré-validacéo foi possivefivar que o método de RMNq dél
desenvolvido é adequado para identificar e quaatif pureza do PSW135, segundo os limites
dos parametros de validagao estabelecidos pela 8AY2003). Posteriormente sera realizado o
estudo de validagédo para a quantificacdo da pwezmtetdo de OAc do PSC e os calculos de

incerteza dos resultados obtidos para ambos sqogjru
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4.6- Comparacdao estatistica dos métodos RMNg, UV4/e EC

Apoés a determinacdo da pureza e teor de gruposdose®SC e PSW135 por diferentes
métodos de analise, comparou-se 0s resultadososbtitb PSC, o percentual médio de pureza
obtida por RMN é de 83,93%, enquanto para o méetm®V-Vis é de 82,48%, similar ao
resultado de RMN (Tabela 4.25). A analise estatistmostra que existem diferengas
significativas (p < 0,001) no percentual de puréad”SC entre os dois métodos, visto que néo
ocorre intersecdo entre os intervalos de confiat¢@los. Entretanto, pode-se observar que os
resultados do método UV-Vis apresentarem uma maitacao (Figura 4.22).

Por outro lado, os valores encontrados para odegrupos OAC pelos dois métodos nédo
apresentam similaridades. Segundo os dados ol@td@MN o PSC encontra-se com um maior
teor de grupos OAc (2,30 pmol/mg) do que o encdotreo método de UV-Vis (1,88 pmol/mg)
(Tabela 4.25).

Tabela 4.25-Resultados de PSC obtidos por RMN e UV-Vis

RMN (GARP) UV-Vis
Lot Pureza (%) OAc (umol/mg) Pureza (%) OAc (umol/mg)
8240 _ 22: 80.6( _ 17:
IMC0011  82,4¢ X S8284% 55, X F223 g6 X F8230 .0 X =LTO
62 1t 0,16 bp  EOOL oo #1700 £012
8490 _ 267  _ 81,9 _ 217 _
IMC0013 8a,8; X ~o4BlE 5o X =281 ghc X F8LO0 o0 X =201
8.7 0,10 be.  E004 gl 2095 o 2010
88,8 _ 226 _ 80.6( _ 172 _
IMCo018 883¢  _oo88E o XZ2271E g5 X =80680 o0 X LTS
87,81 0.51 2 2¢ 0.0L  2ggc *070 ;2 %001
80.2¢ _ 207 _ 8400 _ 196 _
IMC1001 795¢  J8020% Lo K =208 o0 X =803, X =198
80,7 0,61 o1y 002 oo x180 o 005

Resultados expressos em média ) + desvio padréo.
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Pureza (99

Ch :

83,93 (83,71 ; 84,15) {

82,48 (81,74 ; 83,23)

I I
RMN(GARP) UV-Vis

Figura 4.22 —Grafico de erro para avaliacdo e comparacdo dadtades de pureza obtidos pelos
métodos de RMN x UV-Vis do PSC.

Contudo, o teor do grupo OAc apresenta diferesggsficativas (p < 0,001) entre os
métodos utilizados. Os resultados do método de RMMgam que o PSC estd 22% mais
acetilado, em relagdo ao resultado obtido pelo deétte UV-Vis. A diferenca entre os dois
métodos pode estar associado ao fato da técniddMi¢ permitir a quantificacdo direta do
ndcleo em estudo no analito, enquanto no UV-Visatoao é inespecifico, indireto e utiliza uma
curva de calibracdo de substancia de referéncia paiculo da concentracdo do grupo em
guestdo (Figura 4.23). Estudos complementares ijandeser realizados para verificar quais
resultados seriam mais confiaveis, incluindo owéldo percentual d®-acetilacdo da molécula
analisada.

A analise do percentual de pureza obtido paraots Ido PSW135 por RMN (GARP)
apresentou valores discrepantes aos outros métoalmsmédia 82,29%, inferior aos resultados
encontrados na EC e UV-Vis, que apresentaram nagiaximada de 95,66%. Além disso, o
lote IMWO0O006 apresentou valores de pureza em tden67,25%, que impactou na média global
do método (Tabela 4.26).
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Figura 4.23 —Grafico de erro para avaliacdo e comparacéo daiades de teor de grupos OAc obtidos

pelos métodos de RMN x UV-Vis do PSC.

UV-Vis

Tabela 4.26-Resultados de PSW135 obtidos por RMN, UV-Vis e EC

Pureza (%)

Lote RMN (GARP) EC UV-Vis
8936 96,6¢ — 908t

IMw0003 90,2t X =90.02% g7 4 X =9754%  g5'a X =91,17 +
90,4¢ 0,58 98,31 0,81 90,3; 1,00
6760  — 94,60 — 99,0 —

IMwooos 67,31 X =67.25% g5 ¢ X =9546% g/ 4 X =97,61¢
66,7¢ 0.45 95,7( 0,77 96,0( 1,53
835: — 98,97 — CY T —

DF-007W  81,8¢ X S8296%  ggg X =9978%  g)le. X =9471:x
83,4¢ 0,92 100,5¢ 0.81 94,8¢ 0.29
88,9¢ — 94,1« — 94,8 _

DF00BW  soof X =8894% g X =0428% g X =9472+
88,71 0,16 L 0,20 i 0,10

*resultado ignorado em fungdo de ser um dado disote a andlise. Resultados expressos em mgdjat(desvio

padréao.
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A avaliacao estatistica do percetual de purezaSIWE5 mostrou que o método de EC
apresentou a maior variacdo nos resultados. Del@amm a Figura 4.24, foram observadas
diferencas significativas entre os trés meétodos (p001), ja que os intervalos de confianca néo
se sobrepdem. Apesar das diferencas observadas,dednétodos poderiam ser utilizados para a
guantificagcdo do PSW135, pois geraram resultad@xadelo com o esperado.

§ _
A
96,99 (96,57 ; 97,41)
8 |
g 8 83,04 (81,57 ; 84,52)
,Q ]
8 |
T T T
RMN(GARP) EC UV-Vis

Figura 4.24 —Grafico de erro para avaliacdo e comparacédo dastades do percentual de pureza do
PSW135 obtidos pelos métodos de RMN, UV-Vis e EC.

Os resultados apresentados no presente estudoaragstque as trés técnicas (RMNQq,
EC e UV-Vis) podem ser utilizadas no controle daligade do PSC e PSW135. A EC se
mostrou mais vantajosa em relacédo a UV-Vis, jaugiiga uma menor quantidade de amostra e
tempo de analise relativamente curto, com um peegaramostra menos demorado, além de ser
capaz de identificar e quantificar o polissacarideouma Unica anélise. Porém, a EC necessita
utilizar um padrdo com estrutura igual ao anaditém da construcdo de uma curva de calibracéo.
Neste sentido, a RMN(q apresenta-se mais vantajesa §V-Vis e a EC, ja que ndo necessita da
utilizacdo de um padrédo com estrutura igual acitan@lconstrucdo de uma curva de calibragao,

pois utiliza medida direta (padrao interno x andl{ffabela 4.27).
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Em funcdo das vantagens apresentadas e da vdtacéid, descrita na literatura, da
técnica de RMN no controle de qualidade de pola$deos bacterianos com potencial vacinal,
Bio-Manguinhos tem demonstrado interesse em adquini equipamento de RMN. Entretanto,
antes da aplicacdo da metodologia proposta, naatentde qualidade de rotina do PSW135,
novos ensaios de validag&o utilizando a galactoseubstancia de referéncia sdo necessarios
para a confirmacao do melhor sinal a ser utilizadauantificacdo. Em relacdo a quantificacao

do PSC, é necesséria a realizacdo de estudosidac@a antes da introducdo do método.

Tabela 4.27 -Comparacao entre os métodos de RMNg, EC e UV-Vis.

RMNq EC UV-Vis
Quantidade de amostra 7mg 10mg 100mg
Tempo e,'sfumado ¢ 40 min 30 min 2 horas
anélise
Curva de calibracéo N&o Sim Sim
Pa_drao com estrutura N&o Sim Sim
igual ao analito
- Demorado
L Médio . . .
Réapido Dissolver em &gua, realizar

Dissolver em tampéao,

Preparo da amostra Dissolver em . o
realizar diluicdo e

solvente deuterado

diluicdes e adicionar
reagentes para formar

filtrar ~
coloracbes
Identificacao ¢
quantificagdo em uma Sim Sim N&o
Unica andlise
Avalia a molécula como . . Sim para o PSC

um todo Sim Sim N&o para o PSW135




5- CONCLUSOES

Este trabalho demonstrou que é possivel utilizaxétodo de RMNq para identificar e
determinar a pureza dos polissacarideos meningmsdsiorogrupos C e W135, em um Unico
espectro de RMN d#H. Os seguintes pontos devem ser destacados:

- O método proposto possibilitou a avaliagdo datidade do PSC e PSW135;

- Os parametros de aquisicdo dos espectros qumastdoram:d; = 25seg; ns=64e T =
313K;

- O tempo de andlise do método desenvolvido foBsiminutos, inferior ao método de
UV-Vis;

- O quantitativo de amostra utilizado € inferiormaétodo de UV-Vis;

- Preparo rapido de amostra, com pouca manipuldgioesma;

- Utilizagdo de padréo interno de concentracdo ecidh, sem necessidade de estrutura
idéntica ao analito e construcdo de uma curva liteagéo;

- A manipulacédo de solugbes aquosas nao traz nemisamambiental ou toxicologico

para os analistas, 0 que ndo ocorre no metodo d¥islV

O método de EC demonstrou-se adequado para idantdi determinar o percentual de
pureza do PSW135. Esse método necessita ser \@alidadso atenda todos os parametros, pode
ser utilizado como um método alternativo no coetd# qualidade do PSW135.

O estudo de pré-validacdo do meétodo de RMNqg debadop para identificar e
determinar a pureza do PSW135, gerou resultadasfasatios de acordo com os limites
preconizados na norma estabelecida pelo 6rgdo ¢entpe Entretanto, o método necessita de
pequenos ajustes para ser introduzido na rotinaodéole de qualidade dos polissacarideos
meningocécicos, utilizados na producdo das vacineningocoécicas polissacaridicas e
conjugadas em Bio-Manguinhos. A utilizacdo da RMMNycontrole destas moléculas podera
trazer beneficios a Instituicdo, ja que o mesm@ipiara a realizacao dos testes de identidade,

guantificac@o de pureza e teor de grupos OAc emumca analise.
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