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RESUMO

A eritropoetina (EPO) é um horménio produzido, ppalmente, pelos rins, que regula a
producdo de células vermelhas do sangue. Trata-send glicoproteina com 166 aminoacidos,
trés sitios de N-glicosilacdo e um de O-glicositagdpresenta massa molecular na faixa de 30-
34 kDa, sendo aproximadamente 40% correspondestgliatdeos. A EPO esta disponivel como
agente terapéutico produzido através da tecnotb@iBNA recombinante em cultura de células
de mamiferos. A EPO humana recombinante (rtHUEPQgaéla para o tratamento de anemia
associada a insuficiéncia renal cronica. Devidelavancia médica da rHUEPO, sua producao
esta sendo nacionalizada através do processo dsfefr@ncia de tecnologia d@entro de
Inmunologia Molecular(CIM), de Cuba, para o Instituto de Tecnologia deiriobiol6gicos
(Bio-Manguinhos)/FIOCRUZ. O controle de qualidadére o processo produtivo da rHUEPO e
seu produto final é bastante rigoroso. Neste ctmtex mapeamento peptidico € um dos mais
importantes ensaios usados no controle em proassoducdo de proteinas recombinantes.
Este ensaio assegura a integridade da estrutumanmidas proteinas ao final das etapas de suas
purificagdes. Sendo assim, o objetivo desta dmsg&ot de mestrado foi definir uma metodologia
de mapeamento peptidico da rHUEPO, visando o dentte processo da producdo deste
biofarmaco em Bio-Manguinhos. Previamente, a pesg@ar da rHUEPO fornecida pelo CIM foi
avaliada quanto a sua homogeneidade e caracteppaddetroforeses em gel de poliacrilamida,
cromatografia de fase reversa, cromatofocalizac&@spectrometria de massa. Para obter os
peptideos da rHUEPO, a hidrdlise enzimatica deltapgoteina com a enzima tripsina foi
avaliada em diferentes tempos de incubacdo e céamgdes enzima/substrato distintas. O
fracionamento dos peptideos foi feito por cromatbgrliquida de fase reversa em coluna C18,
empregando-se diferentes colunas cromatografigpadéentes de eluicdo. As principais fracoes
peptidicas isoladas da cromatografia de fase revierem analisadas por espectrometria de
massa a fim de comprovar a identidade dos peptidigdisos da rHUEPO. A especificidade da
metodologia desenvolvida foi avaliada através dapayacdo dos perfis peptidicos do
hidrolisado triptico da rHUEPO e do quimotripsineoigéA. A hidrdlise triptica usando-se relacao
enzima/substrato de 1/50 (p/p), concentracdo d&Pd@ude 1 mg/mL e incubacdo de 1 hora a
37°C hidrolisou mais de 99% da glicoproteina. As catioromatogréaficas de fase reversa Hi-
Pore RP 318, Vydac 218TP C18 e Delta Pak C18 s&ramaxn aptas para o fracionamento dos
peptideos tripticos da rHUEPO. Em comparacdo adoletgia usada no CIM, o tempo de
incubacdo de hidrélise foi reduzido em, pelo mendshoras e a duracdo da corrida
cromatogréfica para obtencdo do mapa peptidicondioniem, pelo menos, 1 hora e 42 minutos.
Na andlise por espectrometria de massa das frég@laslas da cromatografia de fase reversa,
seis peptideos tripticos da rHUEPO foram observados fracdes peptidicas foram identificadas
como pertencentes a EPO humana pelo progmdascot Search Result®essa forma, ficou
estabelecida uma metodologia de mapeamento peptédigecifica, simples e rapida para ser
utilizada no controle em processo da producéo d&RD em Bio-Manguinhos.



Xi

ABSTRACT

Erythropoietin (EPO) is a hormone produced mainhthe kidney that regulates the production
of red blood cells. It is a glycoprotein with 16@iao acids, three N-glycosylation and one O-
glycosylation sites. It has a molecular weight hie range of 30-34 kDa, being approximately
40% of its content corresponding to carbohydrakRO is available as a therapeutic agent
produced by recombinant DNA technology in mammateh culture. The recombinant human
EPO (rHUEPO) is used to treat anemia associatdu ahitonic renal disease. Due to rHUEPO
medical relevance, its production technology isubject of transference from th@entro de
Inmunologia MoleculafCIM), Cuba, to thénstituto de Tecnologia em Imunonobiologi¢B$o-
Manguinho¥FIOCRUZ. The quality control over production pess of rHUEPO and its final
product is quite rigorous. In this context, peptidapping is one of the most important tests used
in process control of recombinant proteins produrctiThis test ensures the primary structure
integrity of a protein after its purification prases. Thus, the objective of this dissertationtwas
define a methodology for peptide mapping of rHuEE@ing to be used in the process control of
this biopharmaceutical production in Bio-Manguinh®&seviously, the preparation of rHUEPO
provided by CIM was characterized by polyacrylamigle electrophoresis, reversed phase
chromatography, chromatofocusing and mass spectinpntie order to obtain rHUEPO peptides,
the enzymatic hydrolysis of this glycoprotein witile enzyme trypsin was assessed at differents
incubation times and enzyme/substrate ratio. Peptfdactionation was performed by reverse
phase liquid chromatography, using distincts C1l&imnas and elution gradients. The main
peptide fractions from reversed phase chromatograygre analyzed by mass spectrometry to
confirm the identity of rHUEPO tryptic peptides.élbpecificity of the developed methodology
was evaluated by comparing peptides profiles frelaEPO and Chymotrypsinogen A tryptic
hydrolysates. The tryptic digestion using enzynmiestnate ratio of 1/50 (w/w), substrate
concentration of 1 mg/mL and incubation for 1 hatiB7°C hidrolysated more than 99% of the
glicoprotein. The reversed phase columns Hi-Poré3RE, Vydac 218TP C18 e Delta Pak C18
were able to fractionate the rHUEPO tryptic pemidéompared to the methodology used in
CIM, the hydrolysis incubation time was reducedabyleast 2 hours and the chromatographic
running time to obtain the peptide map was decreéseat least 1 hour and 42 minutes. The
mass spectrometry analysis of the fractions isdlatam reversed-phase chromatography showed
six tryptic peptides of rHUEPO. These peptide foad were identified as belonging to human
EPO by the program Mascot Search Results. Thuastegtablished an specific, simple and fast
peptide mapping methodology to use in process cbotrHUEPO in Bio-Manguinhos.



1 - INTRODUCAO

1.1 - Bio-Manguinhos

A Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz) € uma institmigénculada ao Ministério da
Saude, que promove diferentes atividades na aresadde, a saber: desenvolvimento de
pesquisas, prestacdo de servicos hospitalares elaoriais de referéncia, fabricacdo de
vacinas, medicamentos, reagentekits de diagndstico, ensino e formacdo de recursos
humanos, informacéo e comunicac¢do em saude, ciérnteienologia, controle da qualidade de
produtos e servi¢os e implementacdo de prograntas@Fiocruz, 2010a).

O Instituto de Tecnologia em Imunobiologicos (Bi@hjuinhos) ¢ uma unidade
técnico-cientifica da Fiocruz e foi fundado em 19B&-Manguinhos produz e desenvolve
imunobiologicos para atender as demandas da saildiegy sendo o maior fornecedor de
imunobiologicos do Ministério da Saude. Este iogtité uma referéncia no setor, ocupando
uma posicdo de destague no mercado. Sua linhaodetps € composta por vacin&gs de
reativos para diagnostico laboratorial e biofarnsg@eocruz, 2010b).

Para atender aos programas nacionais de saudeg®ilb-Manguinhos conta com um
dos maiores e mais modernos parques industriaisadeas da América Latina, cumpre as
normas de Boas Praticas de Fabricacdo (BPF) e t@&mamacela da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (Anvisa) para seus produtas-Banguinhos recebeu o prémio de Melhor
Instituicdo de Saude Publica do Mundo, concedida YWéorld Federation of Public Health
AssociationgWFPHA), em 2006 (Fiocruz, 2010b).

O Instituto atua no desenvolvimento e na produgddidfarmacos, os quais fazem
parte do Programa de Medicamentos Excepcionais iisterio da Saude, através de uma
parceria com a Secretaria de Ciéncia, Tecnolodiasemos Estratégicos. A distribuicdo de
biofarmacos garante a populacdo acesso gratuitmdufes de alta tecnologia e permite a
reducdo dos gastos do Ministério Saude (FiocrukORD

Bio-Manguinhos é comprometido com o0s avan¢os na dee saude e 0 acesso da

populacdo a imunobiologicos, assumindo um papehtégiico para o Brasil. Tanto sua
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producdo quanto seus investimentos em pesquisaeaadvimento propiciam a geracao de
novas tecnologias e produtos, conhecimento e edandendivisas para o pais. Ao atender as
demandas do pais, o Instituto ganha cada vez meidibiidade e legitima parcerias
importantes (Fiocruz, 2010b).

A Fiocruz, por ser um polo de desenvolvimento t&mioo, mantém acordos de
transferéncia de tecnologia com empresas e ingi#8ide pesquisa nacionais e estrangeiras,
adquirindo conhecimentos necessarios para a reatizéas suas atividades, como a producao

de medicamentos, vacinas e kits diagnostico (FRm@al10b).

1.1.1 - A Producéo de Biofarmacos

Os biofarmacos sdo medicamentos obtidos, poreviggra, pelo emprego industrial de
microorganismos ou ceélulas, modificados geneticamemara a producdo de determinadas
substancias de aplicacdo terapéutica, principakneptoteinas. Esta tecnologia permite
reproduzir proteinas idénticas ou muito semelhaatesaturais e, também, elaborar outras
totalmente novas com, por exemplo, maior atividadéogica, maior vida média ou menos
efeitos colaterais (Andersen & Krummen, 2002).

A producdo de proteinas recombinantes envolve séni@ de etapas, comecando pela
identificacdo e caracterizacdo genética da proteide suas propriedades bioquimicas e pela
definicdo dos requisitos estruturais para sua dade funcional como, por exemplo,
processamentos pos-traducionais e formagédo deobetesros. A produgdo propriamente dita
envolve a escolha do vetor de expressdo e daasdltbdutoras em funcdo da complexidade de
processamento molecular necessario a obtencdootieina funcional, o aperfeicoamento do
bioprocesso de producéo e o desenvolvimento desgioentos para separacao, purificacao e
preparo da proteina para uso médico (Fiocruz, 2010b

Bio-Manguinhos assumiu um grande desafio tecnotggm 2004, quando decidiu atuar
na producdo e desenvolvimento de biofarmacos, fidmacordo com Cuba para a transferéncia
da tecnologia de producéo da Eritropoetina humanambinante (chamada comercialmente de
Alfaepoetina) e do Interferon alfa humano recombiea Nesse momento, Bio-Manguinhos
comecou a escrever um importante capitulo na fastiér fornecimento de insumos para a saude
a populacéo brasileira, uma vez que a implantagétadova linha torna esses medicamentos de

alto valor agregado acessiveis a populagéo, pragpara reducdo da dependéncia de importacao
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e aumenta a capacitacao tecnolégica e industriphéky atendendo, prioritariamente, a demanda
nacional (Fiocruz, 2010b).

Com a transferéncia de tecnologia para a proddeétes biofarmacos, que fazem parte
da lista de medicamentos excepcionais do Goverdergk Bio-Manguinhos tornou-se um dos
fornecedores do Programa de Medicamentos Excepsiot@ Ministério da Saude. A
distribuicdo de biofarmacos permite a populacdocesso gratuito a produtos de elevada
tecnologia, fortalecendo os principios de univédsale, integralidade e equidade que norteiam as
acdes do Sistema Unico de Saude (SUS). O Institomdribui, assim, para a reducdo do alto
impacto econdmico das doencas que necessitamtdménasto com os medicamentos chamados

excepcionais (Ministério da Saude, 2010).

1.1.2 - A Transferéncia de Tecnologia para a Prodé@g da Eritropoetina

A producédo do biofarmaco Eritropoetina humana rdsnemte, em Bio-Manguinhos, esta
em processo de transferéncia de tecnologia cd@erdro de Inmunologia MoleculgiCIM),
situado em Havana, Cuba. O modelo de transfer@meig trés etapas. A primeira € a obtencao
do registro do produto Eritropoetina Humana Recaoanfiie junto & Anvisa e o fornecimento do
produto ao Ministério da Saude. Nesta etapa, oupood fornecido pelo CIM envasados em
frascos (embalagem primaria) e sem rotulakéd via), para posterior rotulagem em Bio-
Manguinhos. A segunda etapa € a implantacdo deegsamento final em Bio-Manguinhos
através da transferéncia da informacéo técnicamheulacdo e envase do produto. Essa etapa é
subdividida em duas fases: 1) recebimento do fadajlsendo o processamento final feito por
Bio-Manguinhos; 2) recebimento do insumo farmac@ustivo (IFA), sendo a formulacdo e o
processamento final realizados em Bio-Manguinhostefeira etapa € a transferéncia de
informacdo técnica para a nacionalizacdo da pradud@ IFA da eritropoetina humana
recombinante, sendo esta realizada nas instaladdoe<entro Integrado de Protétipos,
Biofarmacos e Reativos para Diagnostico (CIPBRy{EBanguinhos, 2008).

Esse processo foi iniciado em agosto de 2004 comssnatura do contrato de
transferéncia de tecnologia entre o CIM e Bio-Manigos. A partir de dezembro de 2004, os
Comités Técnicos, que tem o objetivo de repassanfaemacdes tecnoldgicas, e os Comités
Regulatérios comegaram a acontecer regularmenpeinfeira etapa do processo de transferéncia

de tecnologia foi concluida em abril de 2005 equsda etapa teve a primeira fase cumprida em
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marco de 2006. A fase dois da segunda etapa earteetapa precisam da conclusédo das obras
da area de formulacdo e do CIPBR para serem cuasprid CIPBR, que sera uma das mais
modernas plantas de protétipos para desenvolvimdmteacinas, biofarmacos e reativos para
diagnostico do pais, foi programado para ser eadoutm trés fases. A primeira fase (construcao
do edificio) ja foi concluida. Dois tercos da setmifinstalacao dos sistemas de ar condicionado
e sua automacao) foram realizados. A terceira g@pecucao das instalacoes de arquitetura,
elétrica, tubulacdo) estd em andamento (Bio-Marmgsn2009).

A construgéo do CIPBR conta com recursos do Furedmdioégico do Banco Nacional de
Desenvolvimento Econdmico e Social (BNDES) e am@idSecretaria de Ciéncia, Tecnologia e
Insumos Estratégicos e da Secretaria de VigilaagiaSaude. Este centro faz parte da politica
estratégica nacional de desenvolvimento em saudglRBR permitir4, ainda, a produgédo de
lotes experimentais em condigbes de Boas Pratiedsaliricacdo e com qualidade assegurada

para uso terapéutico (Bio-Manguinhos, 2009).

1.2 - A Eritropoetina

A Eritropoetina (EPO) é um horménio que atua redme 6ssea como um regulador
primario da eritropoiese em mamiferos. A eritropeie¢ a producdo de células vermelhas
sanguineas (conhecidas como eritrécitos ou hemaxiaartir de células eritrdides progenitoras,
as quais se localizam na medula 0s€e@mo o0s eritrocitos ndo possuem nucleo, reticulo
endoplasmatico, mitocondria nem ribossomos, esdatas ndo sdo capazes de se dividirem em
mamiferos adultos, sendo a eritropoiese o Unicandanpara a formacéo de novos eritrocitos
(Choi et al., 1996).

A EPO é produzida, principalmente, nos rins emnitad e no figado durante a vida fetal, e
€ mantido na circulagdo sanguinea em uma concéoteagre 130 e 230 pg/mL de soro. Como a
EPO é produzida, majoritariamente, nos rins, o foagionamento deste 6rgdo ocasiona uma
producdo insuficiente do hormdnio e, consequentamen corpo ndo é capaz de transportar
oxigénio suficiente para os tecidos (Lin et al83;9Choi et al., 1996).

A sintese natural deste horménio é, geralmenten@ada pela baixa concentracdo de
oxigénio nos tecidos (hipéxiadliminuicdo da concentracdo de hemécias (anemiafelemtes
origens) e maior demanda tecidual por oxigénio.agEssondicbes fazem as células renais

aumentarem a producdo e a secre¢do de eritroportingorrente sanguinea, levando a
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estimulacdo da eritropoiese na medula 6ssea dinpoao aumento do nimero de hemacias no
sangue. A maior concentracdo sanguinea de hemaekwra a capacidade de transporte de
oxigénio para os tecidos (Lin et al., 1985; Chalet1996).

A EPO é uma glicoproteina de 166 residuos de amithos apresentando em sua
estrutura trés sitios de N-glicosilacdo (Asn24,3&a Asn83) e um de O-glicosilacdo (Serl26),
além de duas pontes dissulfeto, sendo uma entré €y3ys161 e outra entre Cys29 e Cys33
(Figura 1.1). No entanto, a forma ativa do hormpgiee circula no plasma e interage com as
células-alvo, sofre um processo proteolitico n@@atnal perdendo o Ultimo residuo de arginina,
portanto, a EPO ativa apresenta 165 aminoacid@seSuutura terciaria € globular, caracterizada
por quatro hélices. e duas folha$ anti-paralelas (Figura 1.2) (Wang et al., 1985; éfaal.,
1986; Recny et al., 1987; Choi et al., 1996).
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Figura 1.1: Estrutura primaria da eritropoetina honm mostrando as pontes dissulfeto e os sitigficEsilacdo
(Adaptada de Lai et all986).



Figura 1.2: Estrutura tridimensional da eritropoatihumana. A: Representagdo da cadeia polipeptidica
Representacao da cadeia polipeptidica e das caglieiiaicas. (Fontes: Cheetham et al., 1998; N@BI0)

O ponto isoelétrico da EPO varia entre 4,5 e 5,8ua massa molecular é de,
aproximadamente, 30-34 KDa (dependendo do padraogldesilagdo), sendo 18 KDa
correspondente a cadeia peptidica. Cerca de 40%@ssa molecular da EPO glicosilada consiste
de glicideos. (Wang et al., 1985; Lai et #4886; Choi et al., 1996).

1.2.1 - A Eritropoetina Humana Recombinante (rHUEPQ

Com a finalidade de se obter grandes quantidddsse hormdnio, o gene da EPO
humana foi identificado, clonado e expresso, conessp, em células de mamiferos, como as
linhagens de células de rim de hamster jovem (Bélldyario de hamster chinés (CHO). A EPO
humana recombinante (rHUEPQO), assim sintetizadasapta a cadeia peptidica idéntica aquela
da glicoproteina natural e certa heterogeneidadmtquas cadeias glicidicas. Apesar dessa
diferenca na estrutura glicidica, a atividade lgma é equivalente ao horménio natural (Lin et
al., 1985; Choi et al., 1996).

Atualmente, a rHUEPO ¢ utilizada com fins terajgést para o tratamento de anemias em
pacientes que apresentam insuficiéncia renal @ppecientes com AIDS em regime terapéutico
com Zidovudina e pacientes oncolégicos em quimagier(Fiocruz, 2010b).

Assim como ocorre em outras proteinas glicosiladasjuEPO é encontrada como uma
mistura de isoformas, relacionadas a fracdo vdrideeglicideos presentes na proteina. Essa
heterogeneidade estd associada a auséncia oueagarete 4cido sidlico nas extremidades das

cadeias glicidicas (Sasaki et al., 1987; Gokanal.etl997). Uma molécula de rHUEPO pode
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possuir até 14 moléculas de acido sialico, quasdtré&s cadeias glicidicas de N-glicosilacdo sédo
tetraantenarias. As moléculas de acido sialicons@ssarias para que o hormonio atinja seus
sitios-alvo. Quando os residuos de acido sidlicmitais presentes nas cadeias glicidicas da
rHUEPO s&o removidos, o tempo de meia-vida da mlateina no plasma torna-se muito
pequeno, impedindo assim que a rHUEPO desempenhgapel na manutencédo dos niveis de
eritrécitos. Isso se deve ao fato de os hepaté@mesentarem alto reconhecimento para
galactose, que é o glicideo exposto na auséncieed@muos de 4cido sialico (Figura 1.3). Dessa
forma, a rHUEPO ¢é rapidamente reconhecida pelospte®s hepaticos, metabolizada e
excretada do organismo (Lin et al., 1985; Fukudd.et989; Choi et al., 1996).

Ser 126

— Ponte dissulfeto N-Acetilglucosamina

O Manose N-Acetilgalactosamina
® Aminoacido © Galactose
B Acido sidlico E Fucose

Figura 1.3: Esquema das cadeias glicidicas de dégilacdo e O-glicosilagdo mais comumente presemdes
molécula de rHUEPO (Adaptado de NCBI, 2011).

A complexa estrutura glicosidada da rHUEPO tornaréscindivel uma cuidadosa
manutencdo das condicbes operacionais oOtimas dumanprocesso produtivo, de modo a
minimizar problemas de heterogeneidade e, consegiente, maximizar o rendimento em

termos das isoformas de maior atividade biologutarées et al., 2008).



1.2.2 - O Processo Produtivo da rHUEPO

A linhagem celular utilizada como hospedeira pateaasfeccdo do cDNA da EPO foi
CHO-K1 (Chinese Hamster Ovayryque sdo células de ovario de hamster chinésidag do
tecido epitelial. Essas células podem ser adapfaal@ o crescimento em suspensao, 0 que as
tornam, atualmente, o principal tipo de célula esgpdo na producdo de proteinas
recombinantes de uso terapéutico. Além disso, lesssgem celular tem capacidade metabdlica
de realizar a glicosilacdo das proteinas, apresdotpadroes de glicosilacdo similares aos
padrbes humanos equivalentes (Moraes et al., 2008).

No Centro de Inmunologia Molecul&€IM), o processo de fermentac&o para crescimento
das células e, consequentemente, producdo da rHéEfRe®o em biorreatores do tipo tanque
agitado, tendo a velocidade de agitacdo, a temparab pH e a concentracdo de oxigénio
controlados. A utilizacdo deste tipo de biorre@anais um motivo para o emprego das células
CHO, uma vez que apresentam maior robustez eéesiatao cisalhamento em relagcéo as outras
linhagens celulares. O modo de fermentacdo quemggega no biorreator de producédo € a
perfusdo, com alimentacéo e extracdo continua do eneetencéo parcial de células através de
um filtro rotatério. O meio de cultivo utilizado @ HyQ PF-CHO, o qual é livre de proteinas
(Bio-Manguinhos, 2005).

A purificagdo da rHUEPO, presente no sobrenadatitado dos biorreatores, é feita em
sete etapas, no CIM. A primeira etapa é uma craynafia de afinidade usando a matriz
cromatogréfica Blue Sepharose Fast Flow e a cotuneatogréfica Isopack 630/500, com
objetivo de capturar a rHUEPO e eliminar parciali®ens principais contaminantes do
sobrenadante. Nesta cromatografia, as proteinasmes®m de forma reversivel com o corante
Cibacron Blue 3G, o qual foi acoplado covalentemeintmatriz Sepharose Fast Flow (Bio-
Manguinhos, 2005).

A segunda etapa da purificacdo é uma cromatogiafiexclusdo e peneiracdo molecular
usando a matriz Sephadex G-25 e a coluna BPG 4BI)/t0m o objetivo de trocar o tampao da
amostra para a proxima etapa, que é uma cromatgiafafinidade por quelatos metélicos. A
terceira etapa, entdo, é feita com a matriz CimglaBepharose Fast flow e a coluna BPG
300/500, visando a eliminacdo total da fracdo deasninantes que ndo foram removidos nas
etapas anteriores de purificacdo. Nessa cromatagdaf afinidade, ocorre formacdo de um
complexo metalico entre os ions *Cie os grupos imidazol da matriz cromatogréafica,ual g

adsorve reversivelmente os grupos histidina expasds proteinas (Bio-Manguinhos, 2005).
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A guarta etapa é outra cromatografia de exclug@neiracdo molecular usando a matriz
Sephadex G-25 e a coluna Quick Scale 200/950, colnjetivo de trocar o tampao da amostra
para a proxima etapa, que € uma cromatografiaoda ibnica. A quinta etapa da purificacdo
utiliza o gel Q Sepharose Fast Flow e a coluna BR®500, com o objetivo de separar as
isoformas da rHUEPO &cidas (biologicamente atidas) basicas, reter os acidos nucléicos e
concentrar o produto (Bio-Manguinhos, 2005).

A sexta etapa de purificacdo também é uma cronaftagde exclusdo e peneiracdo
molecular, usando a matriz Superdex 200 e a cdd@ 100/950, com o objetivo de colocar a
rHUEPO na solucdo de formulagcédo. E, por fim, anmsgtetapa € uma filtracdo esterilizante
realizada com membranas inertes de 0,2 um de padesicom a finalidade de manter o produto
livre de contaminacdo microbiana até que se subamtprocesso de formulacdo e ajuste da
concentracdo para a sua forma farmacéutica finatN&nguinhos, 2005).

A unido de dois a quatro lotes de produto purificadnstitui um lote de Insumo
Farmacéutico Ativo (IFA), o qual deve conter edtd® e 800 milhdes de Ul de rHUEPO por lote.
Os lotes de IFA s&o submetidos aos controles délgde e, de acordo com o resultado do teste
de poténcia da rHUEPO, o produto é formulado asrdacuma diluicdo para obter a concentragéo
final desejada (2.000 Ul ou 4.000 Ul por mL). Enguida, o produto formulado final é filtrado
em membrana de 0,2 um e armazenado em um fraged esipirogénico a°€ até a realizacdo
do envase (Bio-Manguinhos, 2005). Um resumo do gu®@ produtivo descrito acima é
mostrado na Figura 1.4.

O produto final a granel é envasado em frascos aelLlem ambiente classe 100,
inspecionados visualmente e etiquetados. O armamema do produto é feito em camara fria
(4°C) em uma area de quarentena até a sua liberagdoDepartamento de Controle de
Qualidade (Bio-Manguinhos, 2005).
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|| Células CHO ||

Fermentacdo - Tipo: tanque agitado.
em - Modo: perfuséao.

biorreatores - Meio de cultivo: livre de proteinas.
— 7 etapas incluindacromatografia

Purificagao de afinidade, € exclusdo molecul:
do e de troca ibnica, além de filtrag

sobrenadante esterilizante.

|| rHUEPO purificada

400 a 800 milhdes de Ul de

purificado = IFA (Insumo rHUEPO por lote de IFA.

2 a 4 lotes de produto {
Farmacéutico Ativo)

Diluicdo para
concentracdes finais de
2.000 e 4.000 Ul/mL

Figura 1.4: Esquema do processo produtivo da rHuémfregado n@entro de Inmunologia Moleculd€IM).

1.3 - O Controle em Processo

O controle em processo dos biofarmacos durantdagmse de producdagstreanm e
purificacdo lownstrearp € fundamental para assegurar o bom desempenhwraessos e para
garantir que os produtos estejam em conformidadeasoespecificacdes exigidas. Para isso, um
conjunto de verificacdes é estabelecido no procgsedutivo a fim de monitora-lo e, se
necessario, ajusta-lo. Os ensaios de controle @idgde s&o realizados nos subprodutos,
gerados em cada etapa de obtencédo do produtodmalcordo com as normas de BPF descritas
na RDC da Anvisat17/2010 (Brasil, 2010).



11

A atividade de Controle em Processo € parte dassai Garantia da Qualidade, inserida
na unidade de producao, cujos resultados orientemmada de decisdo para dar prosseguimento
ao processo produtivo. Entende-se o controle deepsd como uma ferramenta da qualidade
aplicada diretamente na producdo dos insumos. @sotes do ambiente e dos equipamentos
também podem ser considerados parte integranteonivole em processo, segundo a RDC
17/2010 (Brasil, 2010).

O controle em processo visa atender a demanddieen&in amostras coletadas ao longo
do processo produtivo e monitorar os resultadosdgsra fim de evidenciar ndo-conformidades e
propor acdes corretivas. Sao atribuicdes do cantesh processo a medicdo analitica dos
principios ativos e dos reagentes utilizados nadygr@, com o objetivo de verificar a
consisténcia dos lotes produzidos (WHO, 1992).

No CIM, o Controle em Processo realiza 0s seguiptesaios para a preparacdo de
rHUEPO, apoés as etapas de purificacdo: determindg@mncentracdo de proteinas pela técnica
de espectrofotometria, pureza pelo método de camrafia em fase reversa, pureza pela anélise
do contetdo de dimeros e componentes de alto pesecutar, mapeamento de peptideos,
determinacdo do contetdo de &cido sialico, cromatiagfase reversa em super D, identidade
mediante eletroforese desnaturante em gel de pmada e Western blagt identidade pela
analise de distribuicdo de isoformas mediante fo@gdo isoelétrica, determinacdo de DNA
contaminante, determinacgao de proteinas contaneimamtdeterminacdo da concentracdo de EPO
em sobrenadante por ELISA (Bio-Manguinhos, 2005).

Os ensaios fisico-quimicos fornecem o conhecimatgtalhado sobre uma Unica
caracteristica. Desse modo, para uma completaag@alida proteina, faz-se necessario usar uma
combinacdo destas metodologias, uma vez que astage ndo provem informacao suficiente
separadamente (Bio-Manguinhos, 2005).

Nesta dissertacdo de mestrado, apenas o ensaiaEamento peptidico da rHUEPO foi
objeto de estudo, visando a otimizacdo de sua hogido No entanto, para a caracterizacao
fisico-quimica da rHUEPO foram utilizadas técnielegroforéticas e cromatograficas.

1.4 - Mapeamento Peptidico da rHUEPO

7

O mapeamento peptidico € uma técnica aplicad@shado de caracterizacdo fisico-
guimica de proteinas e consiste, basicamente, earhigrolise enzimética seguida de anélise dos

fragmentos peptidicos gerados. Esta andalise podeeaBzada por Eletroforese em Gel de
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Poliacrilamida (PAGE), Eletroforese Capilar (CEjp@atografia Liquida de Alto Desempenho
por fase reversa (HPLC-RP) e Espectometria de Mdd48) (Judd, 2002; European
Pharmacopoeia, 2007).

O método de mapeamento peptidico mais sensikeeigeentificacdo de proteinas é aquele
acoplado ao espectrometro de massas, o qual utinzébanco de dados de sequéncias de
aminoacidos para identificar a proteina, baseardm& massa molecular dos peptideos
constituintes (Egelhofer et al., 2002).

O mapa de peptideos de uma proteina é considarsuai® impressao digital, uma vez que
gera um perfil altamente especifico para cada pr@t® mapeamento peptidico permite analisar
a identidade de uma proteina quando se realiza a@g§o com algum padrdo. No caso da
producdo de proteinas recombinates, como a rHuER&hdo se compara com lotes anteriores
do mesmo produto, tal técnica permite determirfaraogeneidade da preparacéo purificada e a
estabilidade da sequéncia priméaria da protein@resegjiientemente, a estabilidade genética do
organismo produtor (Garnick et al., 1988; Moraeal €22008).

O principio da anélise por mapa de peptideosstahie simples. Se duas proteinas tém
sequéncias primarias idénticas, entdo a clivageoada proteina com uma endoproteinase sitio-
especifica gera fragmentos peptidicos idénticoserBamente, se as proteinas a serem
comparadas diferem na sequéncia primaria, entélojagem dara origem a peptideos diferentes.
O grau de semelhanca nos peptideos gerados reftgtal de similaridade na estrutura primaria
das proteinas comparadas (Deutscher, 1990).

O mapeamento peptidico pode ser separado enetapas: purificacdo das proteinas a
serem estudadas, hidrélise das proteinas com estdommses sitio-especificas e fracionamento
dos peptideos obtidos (Deutscher, 1990).

No contexto da identificacdo de rHUEPO, a hidedkszimatica pode ser realizada por
enzimas proteoliticas como a tripsina e as endejmages Lys-C, Glu-C e Arg-C. Normalmente,
a tripsina é escolhida por ter um custo acessiyareapresentar uma especificidade alta em
relacdo ao substrato, catalisando a hidrélise igagdes C-terminais dos residuos de lisina e
arginina. Seu centro ativo € um sitio anidnico tiafdo da triade catalitica His57, Serl95 e
Aspl102, ao qual ligam-se substratos ou inibidoresofobicos. A clivagem ocorre mais
lentamente quando ha um residuo acido (aspartil gildamil) vicinal ao residuo de lisina ou
arginina, devio ao efeito de repulsdo em relacéceatro acido da tripsina, e ndo ocorre quando

o residuo de lisina ou arginina esté ligado a uroAna ou hidroxiprolina (Oliveira et al., 1993;
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Stone & Williams, 2002a). As endoproteinases Ly$(i-C e Arg-C clivam as proteinas apenas
no C-terminal dos residuos de lisina, acido gluténa arginina, respectivamente. Sendo assim,
essas enzimas geram um numero menor de peptideds RO em comparacdo com a tripsina.

ApOs a digestacdo enzimética da proteina, utizea HPLC-RP para fracionar os
peptideos gerados. A capacidade da cromatogrgfia# de fase reversa para resolver misturas
complexas de peptideos em um curto periodo de tdorpa esse método a escolha para o
fracionamento do hidrolisado protéico. Além diss@recisdo desta técnica permite uma rigorosa
comparacao da estrutura primaria, com a vantagequees peptideos podem ser recuperados
para analises adicionais (Stone & Williams, 20QRlad, 2002).

Normalmente, os peptideos que possuem menos desBfuos de aminoacidos séo
separados com base em seu contetdo de aminoacdaf®bicos e as suas posicdes relativas de
eluicdo podem ser previstas com razoavel precisgmwarir dos coeficientes de retengéo
publicados. Considerando que as proteinas muitzssv@antém algum grau de enovelamento
nas condicdes utilizadas para a cromatografia ke feversa, o parametro mais relevante, neste
caso, é a hidrofobicidade superficial, e ndo, al.témbora os peptideos maiores e as proteinas
possam ser separados em cromatografia liquida e reversa, as vezes, sua forte ligacao,
cinética lenta de liberacdo da matriz, propensd@a pgregar e relativa insolubilidade na fase
movel habitual (4cido trifluoroacético em acetolajr resultam em picos largos e/ou
aparecimento do pico em sucessivas corridas crgméicas. Esses problemas, raramente, sdo
vistos com peptideos com menos do que 30 residuosrdprimento (Stone & Williams, 2002b).

O numero de fracbes observadas no mapa peptidiadiuEPO pode variar devido a
diferencas nas condi¢cdes de hidrolise enzimaticanaestrutura tridimensional da proteina
nativa. As fracdes cromatograficas da rHUEPO sassiflcadas em dois padrdes, peptideos nao-
glicosilados e peptideos glicosilados. Os peptidgmsglicosilados apresentam picos estreitos,
enguanto os peptideos glicosilados geram picossagqao-gaussianos (Choi et al., 1996).

A cromatografia de fase reversa apresenta exeeteptodutibilidade, o que possibilita o
uso do mapeamento peptidico comparativo para deiebe pequenas alteragdes entre proteinas
idénticas, como mutacBes pontuais e sitios de mad#o quimica e pds-traducional (Stone &
Williams, 2002b). 0 mapeamento peptidico € capaz de detectar pequiieasncas entre
proteinas em um ou varios aminoacidos, porém acheefetiva dependerd de quanto tais
variagbes sdo capazes de alterar o perfil peptiftmraes et al., 2008). A heterogeneidade

glicidica da rHUEPO pode gerar diferencas no magatigico desta glicoproteina, ja que a
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presenca ou auséncia de um glicideo pode afetampot de retencdo do peptideo que possuir
cadeia glicidica (Dionex Corporation, 1994).

O mapeamento peptidico € um dos mais importansaios feitos pelo Controle de
Processo da producédo de rHUEPO, pois permite analimtegridade da estrutura priméaria dessa
glicoproteina, ao final de cada etapa de produgfds a nacionalizacao da producao de rHUEPO
em Bio-Manguinhos, o mapeamento peptidico seré&cagi no controle de processo para
liberacdo do produto intermediario, chamando derhts (ou ingrediente) Farmacéutico Ativo
(IFA). Entretanto, a metodologia utilizada no ClMmgkende um tempo longo para ser aplicada
COmo um ensaio para controle em processo, levagida cle seis horas para obtencdo do mapa
peptidico da rHUEPO. Tal metodologia pode ser atuwh, em relacdo ao tempo de analise, tanto
na parte da hidrélise enzimatica quanto no fraci@rdao dos peptideos.
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2- OBJETIVOS

2.1 - Objetivo Geral

Desenvolver uma metodologia de mapeamento peptfuhca a Eritropoetina Humana
Recombinante (rHUEPO), visando o controle de psme® Insumo Farmacéutico Ativo (IFA)

deste biofarmaco na producdo em Bio-Manguinhos.

2.2 - Objetivos Especificos

- Realizar a caracterizagao fisico-quimica da rHuEROnda doCentro de Inmunologia
Molecular,

- Estabelecer as condi¢des reacionais mais adeqdadadrélise enzimatica das amostras
de rHUEPO;

- Determinar as melhores condigbes cromatograficaBad@namento dos peptideos da
rHUEPO, utilizando cromatografia liquida de faseersa em coluna C18;

« Analisar as principais fracdes peptidicas da crografia de fase reversa do hidrolisado
triptico da rHUEPO por espectrometria de massa;

- Avaliar a metodologia desenvolvida através do patéonde validacdo Especificidade,

pertinente aos testes de identificagao.
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3 - MATERIAL E METODOS

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Mawteculas (LAMAM) da Vice-
diretoria de Desenvolvimento Tecnolégico (VDTEC) daostituto de Tecnologia em
Imunobiolégicos (Bio-Manguinhos)/FIOCRUZ.

Para todos os experimentos realizados neste tldalam utilizados reagentes quimicos

com grau de pureza analitico ou para HPLC e aguada do sistema Milli-&.
3.1 - Obtencéo da amostra de rHUEPO

A amostra de insumo farmacéutico ativo (IFA) daERO® (Lote 3342/P1001) utilizada
para a realizacdo deste trabalho, juntamente cepucertificado de qualidade, foi cedida pelo
Centro de Inmunologia MoleculgCIM), situado em Havana, Cuba. A solucédo do IFA d
rHUEPO apresentava a seguinte composicdo nomiHaERO 1,267mg/mL, NaCl 100mM,
citrato de sodio 20mM, acido citrico 0,36mM e Tweéma 0,02%, com pH 6,9.

3.2 - Avaliacdo da homogeneidade protéica da amoatde rHUEPO

3.2.1 — Eletroforese desnaturante em gel de poliaemida

A analise da homogeneidade protéica das amostri&Adda rHUEPO foi feita através de
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamididizando o detergente anidnico dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE, na sigla em ingléshfamne descrito por Laemmli (1970). Foi
utilizado um gel de poliacrilamida com concentracin 12% $tacking gelde 4%), em um
sistema de eletroforese vertical Mini-Protean BiofRad Laboratories), com espacadores de
0,75cm de espessura.

As massas crescentes de rHUEPO, variandopdeall6pg de proteina total, e a mistura
de padrdes de peso molecular Prestiirgmad Range (Bio-Rad Laboratories), cujas proteina
sao miosina (192.775 Dd);galactosidase (117.905 Da), albumina de soro bof#f.261 Da),
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ovalbumina (54.145 Da), anidrase carboOnica (37383 inibidor de tripsina de soja (29.460
Da), lisozima (20.198 Da) e aprotinina (7.441 Danam aplicadas na eletroforese.

A corrida eletroforética foi realizada com coteenonstante de 20 mA, voltagem de 200
V e duracéo de 60 minutos.

O gel foi revelado com solucdo aquosa do coraat€abmassie Blue R350 (PhastGel
Blue R, GE Healthcare) 0,1% em metanol 30% e &adbico 10%. Apdés uma hora no corante,
o gel foi descorado por meio de lavagens sucessorassolucdo aquosa de metanol 30% e &cido
acético 10%. Em seguida, o gel foi digitalizado iemagem obtida foi analisada pelo programa
ImageMastét (GE Healthcare).

3.2.2 - Cromatografia de fase reversa em coluna C4

Os ensaios de cromatografia liquida de altaéfa em fase reversa utilizando uma
coluna C4 (HPLC-RP-C4, na sigla em inglés) foraalizados de acordo com Lindsay (1997) e
Conceicdo (2003). Foi utilizado o cromatdgrafo idgude alta eficiéncia Akta 10 purifier (GE
Healthcare) com uma coluna Delta Pak C4 3,9x150||mrﬁ(m& (Waters).

O sistema de eluicdo foi gradiente binéario, ceidatrifluoracético (TFA) 0,1% em agua
milli-Q como eluente A e acetonitrila 80% com TFAO08% como eluente B. O gradiente
utilizado foi 1 volume de coluna (VC; 1,79 mL) efb@o eluente B, 8,5 VC em gradiente linear
de 0 a 100% de B, 2 VC em 100% de B e 2 VC em 0® @eequilibrio).

Foram utilizados o fluxo de trabalho de 0,5 mlomio volume de injecdo de 100 pL. As
deteccdes no ultravioleta foram feitas a 220 nr@Gerzn.

A amostra de rHUEPO foi preparada com adi¢cdoOdglL3de solucdo de TFA 1% a 270
ML de solucéao de IFA da rHUEPO 1,227 mg/mL. A catregéo final da solucdo de rHUEPO
com TFA 0,1% foi 1,1 mg/mL. O pH da solugdo conteradamostra foi testado com fitas de
leitura de pH (Macherey-Nagel) para confirmar aezido meio.

Os picos cromatograficos do ensaio foram coletasubmetidos a SDS-PAGE, que foi
realizada segundo Laemmli (1970)Wyckoff et al (1977), e seguindo as recomendacd@es d
manual do equipamento PhastSystefiRhamacia Biotech, 1990). Foi utilizado um gelnpoo
deste sistema com gradiente de concentracdo 8-25%.

A mistura de padrdes de peso molecular Prestdnead Rang® a solucao original da

rHUEPO (solucdo-mae), a fracdo do pico 1 (tubo&jfracdo do pico 2 (tubo 9) foram aplicados
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no gel com o pente de aplicacdo para 6 amostras,volume de aplicacdo € 4 pL. A corrida
eletroforética foi realizada no PhastSysterom corrente constante de 10 mA, voltagem de 250
V e duracéo de 30 minutos.
O gel desta eletroforese foi revelado com nitdetgrata, de acordo com o Métadolor
Prata (Silva Junior, 2001), e digitalizado. A imagebtida do gel foi analisada pelo programa

ImageMastet.

3.3 - Caracterizacao fisico-quimica da rHUEPO

As técnicas descritas a seguir tiveram a finaliddgleestimar alguns parametros fisico-
guimicos da eritropoetina humana recombinante (R@)Ee de avaliar a homogeneidade da
amostra de IFA da rHUEPO.

3.3.1 - Quantificacéo protéica da amostra de rHUEPO

Para a estimativa da concentracdo de proteinasndatra de IFA da rHUEPO, foram
utilizados o método de Folin-Lowry modificado e @todo espectrofotométrico de absorcao a
280 nm, o qual é utilizado nGentro de Inmunologia MoleculgPeterson, 1983; Waterborg,
2002; Ahmed, 2005).

Método de Folin-Lowry modificado

A quantificagéo protéica pelo método de Folin-tpwmodificado foi feita de acordo com
Peterson (1983) e Waterborg (2002), utilizandobauiraina de soro bovino (BSA, na sigla em
inglés) como padrédo protéico para a construcaaidaale calibracdo. As solucdes de BSA nas
concentracdes de 0,2 mg/mL, 0,3 mg/mL, 0,4 mg/m&,n8g/mL e 1,0 mg/mL e a amostra de
rHUEPO foram lidas em triplicatas. O branco foideiom agua Milli-Q.

O kit de reagenteBC Protein AssayBio-Rad Laboratories) foi usado para as reacées d
guantificacdo protéica, tendo uma solucdo tampatartigrato de cobre como o reagente A e 0
reagente de Folin diluido 1:1 (v/v) em a4gua commeagente B. Para cada amostra (25 pL),

utilizou-se 125 pL do reagente A e 1 mL do reag@ntApds 15 minutos de reacdo, as amostras
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tiveram suas absorvancias determinadas a 750 nmcueta de quartzo de 1 cm no
espectrofotdbmetro D®730 UV/VIS (Beckman Coulter).

Método espectrofotométrico de absor¢édo a 280 nm

A leitura da absorvancia a 280 nm da amostraFde da rHUEPO foi realizada no
espectrofotdmetro DV730 UV/VIS, usando-se uma cubeta de quartzo de Hlemspessura e

agua Milli-Q como branco. A partir do valor de absmcia, estimou-se a concentracdo da
solucdo, em mg/mL, usando o coeficiente de extirg&B80 nm €50 de 0,7435 cAmg”,

determinado pel@entro de Inmunologia Molecul¢€IM, 2007), segundo a férmula abaixo:
Concentracao protéica (mg/mL) = Algs/0,7435

O uso desta férmula é possivel quando o caminticod) for igual a 1 cm, sendo obtida
da formula original de absorvancia: Absg, .| . C, onde C é a concentracdo do analito (Ahmed,
2005).

3.3.2 - Determinacéao do peso molecular da rHUEPO

Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

O peso molecular (PM) da rHUEPO foi estimado dirpda mobilidade eletroforética
observada da glicoproteina por SDS-PAGE, utilizando gel pronto do PhastSystérnom
gradiente de concentracdo 8-25% (Laemmli, 19%®ckoff et al., 1977; Phamacia Biotech,
1990).

Foram aplicadas na eletroforese a mistura dedpadprotéicos de peso molecular
Prestained Broad Range a solucdo dessalinizada de rHUEPO 1 mg/mL eaticia, com o
pente de aplicacdo de 4 pL para 6 amostras. A deoreletroforética foi realizada no
PhastSystefhcom corrente constante de 10 mA, voltagem de 26GiMracéo de 30 minutos.

O gel, apos a eletroforese, foi revelado comrarde Coomassie Blue R350, conforme

procedimento previamente descrito, digitalizadaaisado pelo programa ImageMaSter
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Espectrometria de massa

A solucéo dessalinizada de rHUEPO foi analisadaeppectrometria de massa, usando o
espectrometro de massa AB SCIEX TOF/T¥HB800 (Applied Biosystems), no Laboratério de
Toxinologia do 10C e mantido pelo Programa de Deskimento Tecnoldégico em Insumos
para a Saude (PDTIS/FIOCRUZ) e Rede Protedmicaidad®Janeiro. A fonte de ionizacao foi
do tipo MALDI (Matrix-assisted Laser Desorption/lonizatjon

As amostras foram levadas a secura sob vacuoesd8pc (Savant), por duas horas, sem
aplicacdo de temperatura. Depois, foram ressuspeonsa 2,0 UL de solucdo de acetonitrila 50%
e TFA 0,1% e centrifugada. Na placa modelo 2853thnh aplicados 0,3 pL de amostra e 0,3 pL
da matriz de &cido alfa-ciano-4-hidroxicinamico (CA) sobre a amostra. Para a obtencédo da

massa molecular da rHUEPO, o espectro de mass dbiigerado em modo linear.

3.3.3 - Determinacéo do ponto isoelétrico da rHUEPO
Focalizacédo isoelétrica

O ponto isoelétrico (pl) da rHUEPO foi estimadw focalizacdo isoelétrica em gel de
poliacrilamida (IEF-PAGE, na sigla em inglés), camfie Vesterberg (1969)Rhamacia Biotech
(1990). Foi utilizado um gel de poliacrilamida pimlo PhastSystefnusando-se um gradiente
com faixa de pH 3 a 9.

Foi utilizada a mistura de padrdes de pl 3 a ddaé (GE Healthcare), cujas proteinas sédo
amiloglicosidase (3,50), inibidor de tripsina dgas,55),-lactoglobulina A (5,20), anidrase
carbdnica B bovina (5,85), anidrase carbdnica B dnan(6,55), mioglobina acida de cavalo
(6,85), mioglobina béasica de cavalo (7,35), lectio@la de lentilha (8,15), lectina intermediéaria
de lentilha (8,45), lectina basica de lentilha 3,6 tripsinogénio (9,30). A solucado dessalinizada
de rHUEPO na concentracdo de 1,5 mg/mL foi aplicawlgel em duplicata, com o pente de
aplicacéo de 4 pL para 6 amostras.

A corrida eletroforética foi realizada no Phast8gf com corrente constante de 2,5 mA,
voltagem de 2.000 V e duragéo de 30 minutos.

A revelacdo do gel foi feita com o reagente deatotde prata (Merck Chemicals), de
acordo com o protocolSensitive silver stainindo PhastSystefn(Phamacia Biotech, 1990). O

gel revelado foi digitalizado e a imagem obtidadalisada pelo programa ImageMaSter
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Cromatofocalizacao

O pl da rHUEPO foi estimado também por cromatdiz&egéo, de acordo com Deutscher
(1990), no cromatdgrafo liquido de alta eficiénkia 10 purifier, utilizando a coluna Mono-P
HR 20/5 5x200mm (GE Healthcare).

O sistema de elui¢céo foi gradiente binario, cofacggm de imidazol 25 mM pH 7,0 como
eluente A e solucdo Polybuffer 74 (GE Healthcar2) #m agua Milli-Q pH 3,0 como eluente B.
O gradiente empregado foi 5 volume de coluna (M) o eluente A (para equilibrar a coluna) e
20 VC com o eluente B. O fluxo de trabalho foi fyD/min, o volume de injecédo foi 100 UL e a
deteccéo foi no ultravioleta a 280 nm.

Antes da solugéo dessalinizada da rHUEPO 0,5 mgimha solugéo de padrdes de pl 2,5
a 6,5 (GE Healthcare) foi injetada, utilizando csme gradiente, a fim de avaliar o gradiente de
pH. As proteinas padréo para pl foram pepsinog@&®), amiloglicosidase (3,50), vermelho de
metila (3,75), glicose oxidase (4,15), inibidor tigpsina de soja (4,55)-lactoglobulina A
(5,20), anidrase carbonica B bovina (5,85) e as&ra@arbonica B humana (6,55). As
cromatofocalizacdes foram feitas em duplicata.

A coluna cromatogréfica foi regenerada com trégscibgs consecutivas de 1 mL da
solucdo de NaCl 2 M, a fim de deslocar anfdlitos tgnham ficado adsorvidos na coluna mono

P, aumentando o pH.
3.3.4 - Determinacdo da mobilidade eletroforéticaalrHUEPO

A mobilidade eletroforética relativa (Rf) da rHR@& foi estimada por eletroforese nativa
em gel de poliacrilamida (NATIVE-PAGE, na sigla englés), utilizando um gel pronto do
PhastSystefhcom gradiente de concentracdo 8-25% (Phamaciadipi990).

Foram aplicadas solu¢cbes de rHUEPO em conceeagécrescentes, 1 mg/mL, 0,5
mg/mL, 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL, com o pente decapéo de 4 puL para 6 amostras. A
corrida eletroforética foi realizada no PhastSySteom corrente constante de 10 mA, voltagem
de 400 V e duracéo de 30 minutos.

O gel foi revelado com o corante Coomassie BI@OR conforme procedimento ja
descrito, digitalizado e analisado pelo programag@Mastet.
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3.4 - Padronizacéo da hidrélise enzimatica da rHUE®

3.4.1 — Obtencao dos peptideos tripticos teéricoa dHUEPO

Para a estimativa dos possiveis peptideos genadolidrolise triptica da rHUEPO,
utilizou-se o programa PeptideCuftéExPASY Proteomics Server, 2010; Gasteiger eR@05),
gue realiza simulagcdes de hidrélises enzimaticasl@ero de peptideos tedricos gerados na
hidrélise do substrato EPO pela enzima tripsinas esisas seqUéncias de aminoacidos foram
fornecidos pelo referido programa. A sequéncia @rianda eritropoetina humana foi obtida no
banco de daddBrotein Brookheavehgado ao ExPaSy, identificado p6PO_HUMAN(Tabela
3.1).

Tabela 3.1: Sequiéncia primaria da Eritropoetina &hanobtida pelo programa PeptideCdtter

Nome da Proteina Eritropoetina Humana

APPRLICDSRYLERYLLEAK 2 EAENITTGCA*EHCSLN

ENIT*VPDTKVNFYA > \WKRMEVGQQA*VEVWQGLALL "
Seqliéncia Primaria
SEAVLRGQAL*LVNSSQPWEFLQLHVDKAVS ' ®GLRSLT
(166 aminoacidos)
TLLR™ALGAQKEAIS*PPDAASAAPLP*RTITADTFRK™

LFRVYSNFLR® GKLKLYTGEA **®CRTGDR*®®

3.4.2 - Avaliagéo da atividade enzimética da tripsa

A tripsina utilizada para hidrolisar a rHUEPO, meptojeto, foi aTrypsin Gold Mass
Spectrometry Grad@Promega, L: 306283), a qual € uma tripsina dgeoni suina modificada por
metilacdo redutiva, para mininizar a autdlise, éciadada de TPCK t¢syl phenylalanyl
chloromethyl ketorje para inativar a quimotripsina. Segundo o falrieada enzima (Promega),
a enzima reconstituida com acido acético 50 mMaebpor 30 dias, se armazenada £620

Uma solucdo de tripsina foi preparada com a add#&®00 pL de solucdo de &cido
acético 50 mM no frasco contendo 100 pg da enziofdizada. A atividade enzimatica da
tripsina foi avaliada com a solucdo recém-prepaeaapos 30 dias de armazenamento &G2A

avaliacdo da atividade da enzima foi feita atrad@gyrau de hidrélise, tendo a proteina BSA
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como substrato. As condi¢cdes de hidrélise foramacée tripsina/BSA de 1/50 (p/p),
concentracgdo de substrato igual a 1,0 mg/mL e Bgddde 1 hora a %3.

Para a digestdo enzimética, foram adicionados 1@daikolucéo de tripsina 0,2 mg/mL
(recém-preparada e com 30 dias) a 100 pL de soldedBSA 1 mg/mL. A incubacao foi
realizada no banho-maria MultiTemp 1l (GE Healtt®aA reacao de hidrélise foi interrompida
com adicao de 100 pL de solucao de TFA 1%.

Foi feita uma solucdo de BSA com tripsina sem iacé@b, nomeada de tempo zeg, (t
para servir como referéncia. No caso, a solucaoTHA 1% (100 pL) foi adicionada
imediatamente apds a adicao da solucéo de trigsthal).

O grau de hidrdlise da BSA pela tripsina foi estabido através da area do pico referente
a BSA, no tempo zerogfte apos 1 hora de hidrolisepft obtido na cromatografia liquida de alta
eficiéncia em fase reversa utilizando uma colund EPLC-RP-C18, na sigla em inglés).

Os ensaios de HPLC-RP-C18 foram realizados dedacoom Lindsay (1997). O
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Akta furifier foi utilizado com a coluna Hi-PoteRP-
318 250 mm x 4.6 mm (Bio-Rad Laboratories).

O sistema de eluigcéo foi gradiente binario, com TFER% como eluente A e acetonitrila
80% com TFA 0,08% como eluente B. O gradiente eggate foi 1 volume de coluna (VC) em
0% do eluente B, 7 VC em gradiente linear de 0@d@e B, 1 VC em 100% de B e 2 VC em
0% de B (reequilibrio). O fluxo de eluicdo foi 0y8/min, o volume de injecdo foi 100 pL e a
deteccdo no ultravioleta foi feita a 220 nm. Nestsaio, todas as amostras foram avaliadas em
triplicatas.

3.4.3 - Preparacdo das amostras de rHUEPO para adiblise triptica

A solucdo de IFA da rHUEPO foi dessalinizada posmatografia de exclusdao e
peneiracdo molecular, utilizando a coluna HiTtapDesalting Sephadex G25 5mL (GE
Healthcare) em HPLC Akta 1Qfurifier (Amersham Pharmacia Biotech, 1998).

O eluente utilizado foi agua Milli-Q, com fluxaeed mL/min usando-se 3 volumes de
coluna para eluicdo. O volume de injecdo foi de @0 em cada corrida cromatografica
realizada. As fracbes cromatograficas em que ogaadHuEPO eluiu foram reunidos.

A estimativa da concentracdo de rHUEPO na solfigéb dessanilizada foi realizada

através do método espectrofotométrico de absorg@®am, conforme descrito no item 3.3.1.
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Aliguotas equivalentes a 50 pg de rHUEPO foramagresfas e levadas a secura sob vacuo no
SpeedVac (Savant) por duas horas em temperatureer@mbEm seguida, as aliquotas foram

armazenadas em geladeira (GB

3.4.4 - Determinacado do tempo de hidrélise

A hidrélise enzimética da rHUEPO foi feita com raziena tripsina (Promegd,rypsin
Gold Mass Spectrometry Grade 306283), numa relagao enzima/substrato (E¢S)/80 (p/p) e
concentracao do substrato rHUEPO de 1 mg/mL (Earop@armacopoeia, 2007).

A tripsina liofilizada (100 pg) foi solubilizadem 500 pL de solugéo de acido acético 50
mM, a qual € indicada pelo fabricante, produzindeausolucédo de tripsina 0,2 mg/mL. As
aliquotas secas de 50 pg de rHUEPO foram ressaspensn 50 pL da solugcdo tampéo de
hidrolise Tris-HCI 100mM, pH 8,5 (1 mg/mL de rHUERPO

Para a reacédo hidrolitica, foram adicionados Sdalsolucdo de tripsina 0,2 mg/mL aos
50 pL de solugédo de rHUEPO 1 mg/mL. A incubacaodalizada no banho-maria MultiTemp 1lI
a 37C por diferentes periodos de tempo. Foram testadaempos de 0 minuto (branco), 15
minutos, 30 minutos, 45 minutos, 1 hora, 1 hor® enthutos, 2 horas, 3 horas e 24 horas, a fim
de determinar o menor tempo de incubacao que gernaeufil peptidico adequado. Foram feitas
triplicatas para cada tempo de incubacao. A rededaidrélise foi interrompida com adicao de
50 pL de solugéo de TFA 10% (CIM, 20@pne & Williams, 2002a).

Uma solucdo de rHUEPO com tripsina sem incubagdmeada de tempo zerg)(tfoi
feita para obtencao da area do pico da rHUEPO algnite a 100% da glicoproteina. No caso, a
solucao de TFA 10% (50 pL) foi adicionada anteadigdo da solucao de tripsina (5 pL).

A eficiéncia da hidrélise triptica foi avaliadal@eerfil peptidico observado através da
cromatografia de fase reversa em coluna C18 (HPBPESR8) dos hidrolisados da rHUEPO.
Foram considerados os seguintes parametros: o dgahidrolise atingido (porcentagem de
proteina hidrolisada) e nimero de picos cromatagafgerados. Atraves das areas dos picos
referentes a rHUEPO observada para os hidrolisadpstcentagem de rHUEPO consumida pela
tripsina foi calculada.

Os ensaios de HPLC-RP-C18 foram realizados delacmm Lindsay (1997), utilizando
o cromatografo liquido de alta eficiéncia Akta lrifier (GE Healthcare) com a coluna Hi-

Poré® RP-318 250 mm x 4.6 mm (Bio-Rad Laboratories)istema de eluicdo foi um gradiente
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binario, com TFA 0,1% como eluente A e acetonit®l® com TFA 0,08%como eluente B. O
gradiente empregado foi 1 volume de coluna (VCY@étdo eluente B, 7 VC em gradiente linear
de 0 a 100% de B, 1 VC em 100% de B e 2 VC em 0% @eequilibrio).

Foram utilizados o fluxo de trabalho de 0,8 mL/n@nvolume de inje¢do de 100 pL e a
deteccdo no ultravioleta a 220 nm. Como o volumal filas solu¢des de hidrdlise foi 105 pL (50
ML de solucdo de rHUEPO + 5 pL da solugcao de trdpsi 50 pL de solugao de TFA 1%) e as
injecdes de amostra no HPLC foram feitas manuakneoi seringa Hamilton de 250 pL, as
amostras tiveram que ser diluidas 1,3 vezes, atmda@adicdo de 31,5 pL de agua Milli-Q, para
gue o volume fosse suficiente para injetar 100 pL.

3.4.5 - Determinacao da relagdo enzima/substrato

Para a determinacdo da menor quantidade de &ipggia geraria um grau de hidrélise
satisfatorio (mais de 99% de rHUEPO hidrolisadd)jdaolise enzimatica da rHUEPO foi feita
conforme descrito no item 3.4.4. No entanto, nes&aio, 0 tempo de incubacéo foi fixado em 1
hora e a relagdo enzima/substrato (E/S) variouehsdes tripsina/fHUEPO usadas foram 1/50
(p/p), 1/75 (p/p), 1/100 (p/p) e 1/125 (p/p). Asamtnas foram feitas em triplicatas para cada
relacdo E/S testada, conforme indicado na Tab2la 3.

Foi feita uma solucdo de rHUEPO com tripsina seaubacao (), em triplicata, para
cada relacdo E/S usada. Para esta amostra, a salecAFA 10% (50 pL) foi adicionada

imediatamente apés a adicao da solucéo de trifsipa).

Tabela 3.2: Composicdo das amostras do ensaio tdemiigacdo da relacdo enzima/substrato adequadaapar
hidrélise triptica da rHUEPO.

Sol. rHUEPO 1 mg/mL | Sol. Tripsina 0,2 mg/mL | Relag&o Tripsina/rHUEPO (pp)

50 uL E50 ug) 5uL#£1l ug) 1/50
50 uL E50 ug) 3,35 uL=£ 0,67 ug) 1/75
50 uL E50 ug) 2,5uL£0,5uQ) 1/100

50 uL E50 ug) 2uL£0,4 ug) 1/125
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A eficiéncia da hidrdlise triptica foi avaliadal@eerfil peptidico observado através da
cromatografia de fase reversa em coluna C18 doslis@dos da rHUEPO. Foram considerados
os parametrograu de hidrdlise atingido e nimero de peptideopicas gerados. Os ensaios de

HPLC-RP-C18 foram realizados conforme descritotem i3.4.4.
3.4.6 - Avaliacao do uso das endoproteinases Argedys-C

Um estudo comparativo da hidrélise enzimaticafédb utilizando outras enzimas sitio-
especificas para clivar as ligacdes peptidicaHd&PO.As endoproteinases Arg-C (Roche) e
Lys-C (Roche) foram utilizadas na hidrélise virtuda rHUEPO feita pelo programa
PeptideCuttét (ExPASy Proteomics Server), para avaliar a vidade do emprego dessas
enzimas na obtencdo de um mapa peptidico da rHUEB®.programa forneceu o namero de
peptideos produzidos e as suas sequéncias de adormna

Para a hidrélise enzimética utilizando a endojmas® Arg-C, a enzima seca (5 pg) foi
solubilizada em 25 pL de &agua Milli-Q, diluente isatlo pelo fabricante (Roche Applied
Science, 2011a), produzindo uma solugéo da endopase Arg-C 0,2 mg/mL. O liofilizado da
solucao de ativacdo, que acompanha esta enzimijttoicom adicdo de 100 pL do tampéao de
hidrolise Tris-HCI 100mM pH 8,5, resultando em uocoamcentracdo final de 50 mM de DTT e
5mM de EDTA. As aliquotas secas de 50 pg de rHul?@n ressuspensas com 30 plL da
solucdo tampédo de hidrolise Tris-HClI 100mM com pH 8 20 pL da solugdo de ativacao,
produzindo uma solu¢cdo com concentracdo de 1 mglkentHUEPO. Para a reacdo hidrolitica,
foram adicionados 5 pL da solucéo de Arg-C 0,2 mgaos 50 puL da solucéo de rHUEPO 1
mg/mL contendo solucao de ativacéo (relacao E/& gd/50 p/p).

Para a hidrolise enzimatica com a endoproteingsed, a enzima seca (5 pg) foi
solubilizada em 25 pL de agua Milli-Q, diluente isatlo pelo fabricante (Roche Applied
Science, 2011b), produzindo uma solucdo de Lys2Gr@/mL. As aliquotas secas de 50 pg de
rHUEPO foram ressuspensas com 50 pL da solucdcitad® hidrolise Tris-HClI 100mM com
pH 8,5, produzindo uma solu¢cdo com concentracadd deg/mL de rHUEPO. Para a reacédo
hidrolitica, foram adicionados 5 pL da solucdo gs-C 0,2 mg/mL aos 50 pL desta solugédo de
rHUEPO 1 mg/mL (relacé&o E/S igual a 1/50).
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A incubacido de ambas hidrélises foi realizada arthb-maria MultiTemp 11l a 3T por
1 hora. Foram feitas triplicatas para cada enzisareacdes de hidrolise foram interrompidas
pela adicao de 50 pL de solucéo de TFA 10% (StoMélBams, 2002a; CIM, 2008).

A eficiéncia da hidrolise com as endoproteinasesC e Lys-C foi avaliada pelo perfil
peptidico observado através da cromatografia derfagersa em coluna C18 dos hidrolisados da
rHUEPO. Foram considerados os seguintes parametgvau de hidrdlise atingido (porcentagem
de proteina hidrolisada) e resolucdo dos picos atagnaficos. Os ensaios de HPLC-RP-C18

foram realizados conforme descrito no item 3.4.4.

3.5 — Otimizacao da cromatografia de fase reversad peptideos tripticos da rHUEPO

3.5.1 - Avaliagéo do gradiente cromatografico de @lcéo

As amostras peptidicas produzidas pela acaoigknix foram resolvidas e fracionadas
por cromatografia de fase reversa em coluna C18&d(J2002; Silva Junior, 2004; European
Pharmacopoeia, 2007). Foram empregados difereradtegtes de eluicdo, com a finalidade de
se determinar a melhor condicdo cromatografica patencdo do mapa peptidico, levando em
conta a resolugdo cromatografica e o tempo despendi

Os ensaios de HPLC-RP-C18 foram realizados dedacoom Lindsay (1997), no
cromatdgrafo liquido de alta eficiéncia Aktafdi@vifier com a coluna Hi-PofeRP-318.

O sistema de eluigcao foi gradiente binario, com TKEE% como eluente A e acetonitrila
80% com TFA 0,08% como eluente B. Os gradientesfozen empregados sdo mostrados na
Tabela 3.3. O fluxo de trabalho foi 0,80 mL/minptexcecdo do gradiente 4, o qual empregou
fluxo de 0,75 mL/min para simular o gradiente usad&entro de Inmunologia Molecula©
volume de injecao foi de 100 pL e a deteccéo fta f@o ultravioleta a 220 nm.

Para testar os gradientes propostos, foram igstadhostras do hidrolisado triptico da
rHUEPO, na relacdo E/S de 1/50 (p/p) e com 1 heraclibacdo, com o objetivo de verificar

gual gradiente proporciona um perfil peptidico @melhor resolucdo e no menor tempo.
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Tabela 3.3- Gradientes de eluicdo utilizados nadreamento dos peptideos tripticos por HPLC-RP-C18.

1 volume de coluna (VC) em 0% do eluente B (egudiba coluna), 7 V(
Gradiente 1 | em gradiente linear de 0 a 100% de B, 1 VC em 108% e 2 VC em 0%
de B (reequilibrio)

1 VC em 0% do eluente B, 7 VC em gradiente 0 a 88%8, 0,5 VC enj
Gradiente 2 | gradiente 55 a 70% de B, 1,5 VC em gradiente 78% 8&e B, 0,5 VC em
gradiente 85 a 100% de B, 0,5 VC em 100% de B €2wm 0% de B

1 VC em 0% do eluente B, 10 VC em gradiente limk=a® a 50% de B, 1,5
Gradiente 3 | VC em gradiente linear de 50 a 100% de B, 0,5 VC160P6 de B e 1,5
VC em 0% de B

A4

1,55 VC em 0% de B, 20,77 VC em gradiente 0 a 6&%8,d1,81 VC e
Gradiente 4 | gradiente 61 a 83% de B, 2,41 VC em gradiente 83086 de B, 1,21 VC
em gradiente 100 a 0% de B e 1,81 VC em 0% de B

3.5.2 - Avaliacdo da coluna cromatogréfica de fageversa C18

A fim de se obter o perfil cromatogréafico dos peetis mais adequado para o mapa
peptidico, outras colunas de fase reversa C18 feeatadas, além da Hi-PSrBP-318 4.6 x 250
mm (Bio-Rad Laboratories). Foram utilizadas as matuPepMap C18 2,1 x 100 mm (PerSeptive
Biosystems), Delta Pak C18 3,9 x 150 mm (Wateirgydac 218TP C18 4,6 x 100 mm (Grace).
Todas as colunas possuem tamanho de particulaadial

Com a coluna PepMap C18, foram utilizados doisigrads. O primeiro foi 1 volume de
coluna (VC) em 0% do eluente B, 7 VC em gradieimial de 0 a 100% de B, 1 VC em 100% de
B e 5VC em 0% de B (reequilibrio). O segundo gratdi diferiu no gradiente linear de 0 a 100%
de B que foi feito em 14 VC. Para eluicédo destammlusou-se o fluxo maximo de 0,2 mL/min.

Com a coluna Delta Pak C18, foi empregado o gnéelide 1 VC em 0% do eluente B, 14
VC em gradiente linear de 0 a 100% de B, 1 VC e@%d@e B e 2 VC em 0% de B
(reequilibrio), e o fluxo de trabalho de 0,8 mL/min

Para a coluna Vydac 218TP C18, foram feitos dmsligntes. O primeiro foi 1 VC em
0% do eluente B, 14 VC em gradiente linear de 0®d.de B, 1 VC em 100% de B e 2 VC em
0% de B (reequilibrio). O segundo gradiente difeiugradiente linear de 0 a 100% de B que foi

feito em 20 VC. O fluxo de trabalho usado foi 0,8/min.
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O volume de injecao foi de 100 pL e a deteccadeite no ultravioleta a 220 nm, para
todas as corridas cromatograficas realizadas reesséo.
Visando verificar qual coluna de cromatografia fdse reversa forneceu a melhor
resolucdo do mapa peptidico da rHUEPO, foram idgesteamostras referentes ao hidrolisado

triptico da rHUEPO na relacéo E/S de 1/50 (p/pre & hora de incubacao, em triplicatas.

3.6 - Andlise dos peptideos tripticos da rHUEPO pagspectrometria de massa

As quatros principais fracdes cromatograficasat® freversa do hidrolisado triptico da
rHUEPO foram analisados por espectrometria de massado o espectrometro de massa AB
SCIEX TOF/TORM 5800 (Applied Biosystems). A fonte de ionizacdo ¢ tipo MALDI
(Matrix-assisted Laser Desorption/lonizatjon

As amostras peptidicas dessalinizadas foram lsvadsecura sob vacuo no SpeedVac
(Savant), por duas horas, em temperatura ambiEnteseguida, foram ressuspensas em 1,5 uL
da solucdo de Acetonitrila 50% e TFA 0,1% e camgafdas. Na placa modelo 28571, foram
aplicados 0,3 puL de amostra e 0,3 pL da matrizct#odlfa-ciano-4-hidroxicinamico (CHCA)
sobre cada amostra. As amostras analisadas forracées cromatogréaficas referentes aos picos
6+7+8, pico 9, picos 10+11 e pico 12.

Os espectros de massa foram gerados em modad@febs resultados do tipo MS/MS
foram analisados no progranmMascot Search Resul@Matrix Science), funcadMS/MS ion

Search com a finalidade de confirmar a identidade dagina trabalhada.

3.7 - Especificidade da metodologia desenvolvida

A técnica desenvolvida para o mapeamento peptidedHUEPO por RP-HPLC foi
avaliada quanto a sua especificidade, de acordoacomtodologia descrita na resolucdo RE da
Anvisa 1f 899/2003 (Brasil, 2003). Segundo esta resolucéspacificidade deve ser confirmada
pela obtencdo de resultados positivos em amostmratercdo o composto alvo e de resultados
negativos obtidos com amostras que nao contém opasim alvo, e com compostos
estruturalmente semelhantes.

O branco do hidrolisado triptico de rHUEPO foitdeatravés do mesmo procedimento

usado para obtencéo do hidrolisado triptico, pagém a adi¢cdo da rHUEPO. Foram adicionados
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5 uL da solucgéo de tripsina 0,2 mg/mL a 50 pL aop@o de hidrdlise Tris-HCI 200mM com pH
8,5 sem a rHUEPO.

Um hidrolisado de quimotripsinogénio A (protein@eggera um numero de peptideos
tripticos semelhante ao da rHUEPO) também foi fegti@ fins comparativos. Foram adicionados
5 puL da mesma solucdo de tripsina a 50 pL do tandgédidrolise contendo 50 pg desta
proteina.

A incubacdo das amostras, que foram feitas erictips, foi realizada no equipamento
de banho-maria termostatizado MultiTemp Il (GE kezare) a 37C por 1 hora. Apds esse
tempo, foram adicionados 50 pL de solucéo de TFA.10

Em seguida, as amostras foram avaliadas por cognadita de fase reversa em coluna
C18 (HPLC-RP-C18), conforme descrito no item 3.4.4.
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4 — RESULTADOS

4.1 - Avaliacdo da homogeneidade protéica da amoatde rHUEPO

4.1.1 — Eletroforese desnaturante em gel de poliaemida
A eletroforese desnaturante em gel de poliacrilanf@DS-PAGE) 12% da eritropoetina

recombinante humana (rHUEPO, 1ug a 16 pg) aprasemta Unica banda eletroforética em

todas as raias (Figura 4.1).

37.783 %-- “ * e
Ty e
e

20.198| W

Figura 4.1: SDS-PAGE 12% da rHUEPO (1 pg a 16 amplisada pelprograma ImageMast&(GE Healthcare).
Raia 1: Padrdes de peso molecular Prest8iBedad Range (Bio-Rad Laboratories). Raia 2: rHuUBEBQug. Raia 3:
rHUEPO 8 pug. Raia 4: rHUEPO 4 pg. Raia 5: rHUER@.2Raia 6: rHUEPO 1 ug.

Foram detectadas sete das oito proteinas do pddrfieso molecular PrestaifieBiroad
Range, as quais geraram uma curva de calibracgmeste molecular com Rgual a 0,9977
(Figuras 4.2A e 4.3). A aprotinina tem massa md&ale 7.441 Da e, provavelmente, ndo ficou
retida no gel 12%. Nas raias em que foram aplicddasentes massas de rHUEPO, foi detectada

apenas um banda eletroforética (Figuras 4.2B-F).
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Figura 4.2: Densitometria das bandas eletroforgtitza SDS-PAGE 12% do padrdo de peso molecularelpa)ne
da rHUEPO 16ug, 8 ug, 4 ug, 2 ug e 1 pg (painéi€,BD, E e F, respectivamente), obtida pelo program
ImageMastet. Os padrées de peso molecular detectados forasimai(192.775 Daj-galactosidase (117.905 Da),
albumina de soro bovino (99.261 Da), ovalbuminal®8 Da), anidrase carbbnica (37.783 Da), inibi®tripsina
de soja (29.460 Da) e lisozima (20.198 Da).
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Figura 4.3: Curva de calibragdo de peso molecudaB0QS-PAGE 12% da rHUEPO (1 pg a 16 pg), obtida pel
programa ImageMaster

Por este experimento, a média das mobilidadesofetticas relativas (Rf) foi 0,549 e a
média das massas moleculares estimadas foi 38 & pafa a rHUEPO (Tabela 4.1).

As éareas das bandas foram determinadas e relae®nemn a massa aplicada de
rHUEPO, gerando um equacéo linear (Figura 4.4avé$ da qual pode-se estimar a massa de
rHUEPO em uma amostra desconhecida desta glicopmota partir da area da banda
eletroforética obtida no gel de SDS-PAGE 12% feitb as mesmas condi¢des especificadas no
item 3.2.1. Para a construcdo do grafico e obtemgdequacédo linear, foi excluido o ponto
referente a 1 pg de rHUEPO aplicado (raia 6), @dianda eletroforética gerada por esta massa €

bastante fraca, o que gerou dificuldade para Gleuérea.

Tabela 4.1: Valores de mobilidade eletroforéticd),(Riassa molecular (MM) e area das bandas ele#tidas
observadas na SDS-PAGE 12% da rHUEPO (1 pg a 1@emg)os pelprograma ImageMaster

Massa aplicada
Raia de rHUEPO Rf MM (Da) Area
2 16 ug 0,555 37.818 10668
3 8 ug 0,563 37.818 8064
4 4 ug 0,549 38.872 7224
5 2 ug 0,54 39.414 6720
6 1pug 0,538 39.965 4536
Média 0,549 38.777
Desvio padréao 0,010 0,96
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Figura 4.4: Relagéo entre a area da banda elettwfarobtida a partir da SDS-PAGE 12% com a regentassa
de rHUEPO aplicada no gel.

Levando-se em consideracdo que uma Unica bandabf@rvada para a amostra de
rHUEPO (1upg a 16 pg) e que a menor quantidadeadeipa contaminante detectavel sejagl
por comparacdo com a intensidade da banda de rHUER@ (raia 6, Figura 4.1), podemos

estimar uma pureza, aproximada, de rHUEPO maioB4%e(100 — 100/16) na amostra.
4.1.2 - Cromatografia de fase reversa em coluna C4

A cromatografia liquida de alta eficiéncia em faseersa utilizando a coluna Delta Pak
C4 do IFA da rHUEPO apresentou dois picos cromafmgs, sendo o primeiro antes do inicio
do gradiente linear (Pico 1, tempo de retencao B\6) e o segundo no gradiente (Pico 2, tempo
de retencdo 11,10 min), como mostra a Figura 4.5.

As fracbes cromatograficas, referentes aos doiespabservados, foram coletadas e
submetidas a uma SDS-PAGE 8-25% no PhastS§{stéfigura 4.6). As oito bandas
eletroforéticas foram observadas no padrdo de pesecular Prestain€dBroad Range da Bio-
Rad (raia 1), as quais geraram uma curva de cglibrde peso molecular com Rual a 0,9782
(Figuras 4.7A e B). Na fragdo cromatografica refeeao pico 1, ndo foram detectadas bandas
eletroforéticas, 0 que sugere que este pico estijaionado aos sais presentes na amostra. O
aumento da condutividade nessa fracdo confirmaesepga de sais. Ja na fragdo referente ao
pico 2, uma banda em 33.516 de peso molecularberwada, indicando que a rHUEPO eluiu

nessa fracdo (Figura 4.7C e D).
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Figura 4.5: Cromatografia de fase reversa em cdlaita Pak C4 da solucdo de rHUEPO. Eluentes: THES6QA)
e acetonitrila 80% com TFA 0,08% (B). Gradientevalume de coluna (VC) em 0% do eluente B, 8,5 VC em
gradiente linear de 0 a 100% de B, 2 VC em 10098 de2 VC em 0% de B. Absorcdo a 220 nm: vermelho.

Absorcéo a 280 nm: azul. Condutividade: marrom.
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Figura 4.6: SDS-PAGE 8-25% das fracBes cromatamsifda rHUEPO oriundas da cromatografia de fasasav
em coluna Delta Pak C4, analisada petfograma ImageMasfer Raia 1: Padrdes de peso molecular Prestained

Broad Range (Bio-Rad Laboratories). Raia 2: Fralgfipico 1 (tubo 4). Raia 3: Fragdo do pico 2 (t9po
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Figura 4.7: Densitometria das bandas eletroforgtitzaSDS-PAGE 8-25% do padrdo de peso moleculare(p®),
juntamente com sua curva de calibracdo (painet Blgs fracdes cromatograficas referentes aos pieo2 (painéis

C e D, respectivamente), obtida pelo programa Iageef’. Os padrdes de peso molecular usados foram miosina
(192.775 Da),p-galactosidase (117.905 Da), albumina de soro lboy#9.261 Da), ovalbumina (54.145 Da),
anidrase carbdnica (37.783 Da), inibidor de tripsile soja (29.460 Da), lisozima (20.198 Da) e aprat (7.441

Da).
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4.2 - Caracterizacao fisico-quimica da rHUEPO

4.2.1 - Quantificagcdo protéica da amostra de rHUEPO

Método de Folin-Lowry modificado

A curva padréao para o método de Folin-Lowry madifio foi feita com a proteina BSA,

em concentracdes variando de 0,20 a 1,00 mg/mltripicatas (Tabela 4.2 e Figura 4.8).

Tabela 4.2: Média das leituras da absorvancia anm@as triplicatas das solu¢cdes de BSA usadasgpatava
padréo.

Concentragdo BSA (mg/mL) Absorvéancia a 750 nm
0,20 0,093
0,30 0,117
0,40 0,155
0,50 0,167
1,00 0,265
1,2 4
~ 1,04
= 2
E y =9,1037x" + 1,3606x
> 0,8 - 5
£ R”=0,9974
z% 0,6 -
g
£ 044
3
S 0,2
O
0,0 T T T T T 1

0,000 0,050 0,100 0,150 0,200 0,250 0,300

Absorvancia a 750nm

Figura 4.8: Curva de calibracéo para o método die-Eowry modificado feita com solu¢des de BSA paalr

A leitura da absorvancia a 750 nm da solucdomalgsem diluicdo) da rHUEPO foi feita
em triplicata, obtendo-se os seguintes valore®00,@,285 e 0,287. Através da equacao obtida
por regressao polinomial da curva de calibrac&mngentracéo estimada de rHUEPO na solucéo
foi 1,12 mg/mL, utilizando o valor médio de absaomwia a 750 nm desta solugéo (0,284).
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Método espectrofotométrico de absor¢édo a 280 nm

A solucao original da rHUEPO apresentou absorada@80 nm igual a 0,912. Utilizando
o coeficiente de extincdo de 0,7435%0mg”, a concentracdo encontrada de rHUEPO na solucéo
foi 1,23 mg/mL.

4.2.2 - Determinacao do peso molecular da rHUEPO
Eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida

A eletroforese desnaturante em gel de poliacrdanfSDS-PAGE) 8-25% da rHUEPO
para estimativa do peso molecular (PM) é mostradigura 4.9. Foram identificadas oito
bandas do padrdo de peso molecular (raia 1), aujsadae calibracdo apresentod iBual a
0,9920 (Figura 4.10A e 4.11). Uma Unica bandadmtética foi identificada em cada raia onde
foi aplicada a solucdo de rHUEPO (Figura 4.10B-D).

P.M.

192.77¢ E H H

107.90¢
99.261

-

5414t | ¥
37.78% | g
20.460 | Ly

20.19¢ | gy

7.441 |l

Figura 4.9: SDS-PAGE 8-25% da rHUEPO, analisada pebgrama ImageMasf®r Raia 1: Padrées de peso
molecular PrestainédBroad Range (Bio-Rad Laboratories). Raias 2, 3%oticdo de rHUEPO (triplicata).

Os valores de massa molecular estimados pargbsatas foram 31.049 Da, 30.465 Da

e 31.449 Da. A média do peso molecular calculadaX®88 para a rHUEPO.
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Figura 4.10: Densitometria das bandas eletrofagtita SDS-PAGE 8-25% do padrdo de peso molecdare{pA)

e da rHUEPO em triplicata (painéis B, C e D), abfitlo programa ImageMasteOs padrées de peso molecular
usados foram miosina (192.775 Dd)galactosidase (117.905 Da), albumina de soro bo\®0.261 Da),
ovalbumina (54.145 Da), anidrase carbdnica (37088 inibidor de tripsina de soja (29.460 Da), ista (20.198
Da) e aprotinina (7.441 Da).
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Espectrometria de massa

O espectro de massa em modo linear para a rHulpRSeamtou as relacbes massa/carga
de 26.878 Da para o ion base ([MH]L3.303 Da para o ion duplamente carregado ([f)H

9.040 Da para o fon triplamente carregado ([MHEomo mostra a Figura 4.12.
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Figura 4.12: Espectrometria de massa em modo |perara rHUEPO realizada no pelo espectrometroadsas AB
SCIEX TOF/TOEM 5800 (Applied Biosystems), usando o sistema MALKIFT (Matrix-assisted Laser
Desorption/lonization - Time-of-flight
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De acordo com o espectro de massa, a rHUEPO amessassa molecular de 26.878

Da, que é a massa encontrada para apenas uma carga.
4.2.3 - Determinagéo do ponto isoelétrico da rHUEPO
Focalizacado isoelétrica

A focalizacdo isoelétrica em gel de poliacrilamidgF-PAGE) pH 3-9 da rHUEPO
mostrou trés bandas eletroforéticas, indicando emgmca de, pelo menos, trés isoformas da
glicoproteina em questéo (Figura 4.13). Foram elasks onze bandas dos padrdes protéicos de
ponto isoelétrico (pl) 3 a 10 da GE Healthcareaaujrva de calibracdo apresentduigual a
0,9832 (Figura 4.14A-B). As trés banda detectagmesantaram pl de 4,05, 3,97 e 3,88, na
primeira raia em que foi aplicada a rHUEPO, e p4 @2, 3,97 e 3,93, na segunda (Figura 4.14C-
D). A estimativa do pl das trés isoformas de rHuE©@ontradas indicou os valores médios de
3,91, 3,97 € 4,04.
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Figura 4.13: IEF-PAGE pH 3-9 para estimativa dalalrHUEPO, analisado pefisograma ImageMasterRaia 1:
Padrdes de pl 3-10 Broad. Raias 2, 3 e 5: sem emé4tias 4 e 6: Solugéo de rHUEPO.
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ImageMastet. Os padrées de pl usados foram amiloglicosidagg0)3inibidor de tripsina de soja (4,5%
lactoglobulina A (5,20), anidrase carbdnica B baw{B,85), anidrase carbdnica B humana (6,55), mmgh 4cida
de cavalo (6,85), mioglobina basica de cavalo {7186tina acida de lentilha (8.15), lectina intediéria de lentilha
(8,45), lectina basica de lentilha (8,65) e tripgi@nio (9,30).
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Cromatofocalizacao
O pl da rHUEPO também foi estimado por cromatofpagéo, utilizando o gradiente de

pH de 7,0 a 3,0. No perfil cromatografico dos padrde pl 2,5 a 6,5 (GE Healthcare), foram

observados seis picos cromatograficos numeradbsadg® (Figura 4.15).
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Figura 4.15: Cromatofocalizagdo em coluna de crofoetlizacdo Mono-P da solugédo de padres de Pl Braad.
Eluentes: Imidazol 25mM pH 7,0 (A) e Polybuffer 20 em agua Milli-Q pH 3,0 (B). Gradiente: 5 volesnde
coluna (VC) com o eluente A e 20 VC com o eluentéB padrdes de pl sugeridos foram: anidrase cedo@h
humana (pico 1; pl 6,91), anidrase carbdnica B rmypico 2; pl 6,11), inibidor triptico de sojadpi3; pl 4,50),
glicose oxidase (pico 4; pl 4,16), vermelho de tagpico 5; pl 3,79) e amiloglicosidase (pico 6;3)52). Solucao
de padrdes de pl 3-10: azul. Branco da corrida atogmnéfica: vermelho. Gradiente de pH: marrom.

As proteinas presentes, em quantidades iguais,adti@ sdo pepsinogénio (pl 2,80),
amiloglicosidase (pl 3,50), vermelho de metila 3pI5), glicose oxidase (pl 4,15), inibidor de
tripsina de soja (pl 4,55B-lactoglobulina A (pl 5,20), anidrase carbdnica & iba (pl 5,85) e
anidrase carbdnica B humana (pl 6,55).

O pico 6 (pl 3,52) foi o que apresentou a maiomal@sicia a 280 nm, sugerindo ser

referente a amiloglicosidase que possui um altodedirosina. Os picos 5 (pl 3,79), 4 (pl 4,16) e
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3 (pl 4,50), provavelmente, se referem aos padségsintes na ordem de pl vermelho de metila,
glicose oxidase e inibidor triptico de soja, resipamente. Enquanto os picos 2 (pl 6,11) e 1 (pl
6,91) podem ser referentes os padrbes protéicodragri carbbnica bovina e humana,
respectivamente, devido a proximidade dos valoegsl.d

O pepsinogénio (pl 2,80) e [&lactoglobulina A (pl 5,20) ndo foram detectados. O
primeiro deles tem seu pl fora da faixa de pH dwgmte e, provavelmente, ficou adsorvido na
matriz cromatogréfica. Ja [&lactoglobulina A possui coeficiente de extincd@80 nm mais
baixo que os demais padrdes protéicos e, portaatopico foi tdo menor que nao foi possivel
detecta-lo (Pace et al., 1995).

O erro obtido entre os valores de pl tedrico e ofas®d foi baixo (menor do que 6%),
indicando que as condi¢cbes cromatograficas forapywabas (Tabela 4.3). Os padrbes que
possuem pl mais altos apresentaram uma diferengar reatre o valor de pl tedrico e o
observado, provavelmente, devido ao tamponamentwmsneficaz dgolybuffer no inicio do
gradiente de pH. Para os padrdes de pl mais bagsss, diferenca foi menor, indicando que o
tamponamento funcionou melhor nessa faixa de pH.

Tabela 4.3: Valores de pl observados na cromathifacdo para os padres protéicos e seus errodutthsd
percentual.

Padréo de pl pl tedrico pl observado Erro absoluto | Erro percentual
Anidrase carbbnica humana 6,55 6,91 0,36 5,50
Anidrase carbbnica bovina 5,85 6,11 0,26 4,44

Inibidor triptico de soja 4,55 4,50 0,05 1,10
Glicose oxidase 4,15 4,16 0,01 0,24
Vermelho de metila 3,75 3,79 0,04 1,07
Amiloglicosidase 3,50 3,52 0,02 0,57

A sobreposicdo da cromatofocalizacdo da rHUEPOIagie branco foi feita a fim de
identificar o pico referente a rHUEPO, como mostiaigura 4.16A. O perfil cromatografico do
branco foi subtraido do perfil da solugdo de rHUEB@denciando o pico referente a rHUEPO
(Figura 4.16B).
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Figura 4.16: Cromatofocalizacdo em coluna Mono-B sdlu¢éo dessalinizada de rHUEPO. Eluentes: lmidaz
25mM pH 7,0 (A) e Polybuffer 74 1:20 em agua M@lipH 3,0 (B). Gradiente: 5 volumes de coluna (V&@nao
eluente A e 20 VC com o eluente B. Painel A: Sebtrag&o do branco. Painel B: Com subtracdo do brakgua
Milli-Q (branco): verde. Solucéo de rHUEPO: azudwes. Gradiente de pH: vermelho.
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O pico cromatografico referente a rHUEPO apresemtési ombros, o que indica a
presenca de, pelo menos, quatro isoformas destapghteina, cujos pl foram estimados em 3,53
(ombro a direita), 3,84 (pico principal), 3,98 68{ombros a esquerda), conforme mostrado na
Figura 4.16.

4.2.4 - Determinagéo da mobilidade eletroforéticaalrHUEPO

A mobilidade eletroforética relativa (Rf) da rH2@ foi estabelecida por eletroforese

nativa em gel de poliacrilamida (NATIVE-PAGE) 8-25%igura 4.17), obtendo-se os valores de
0,479, 0,477, 0,481 e 0,490 (raias 1 a 4, reseudwnte), como mostra a Figura 4.18.

il B3 B e

e e .

Figura 4.17: NATIVE-PAGE 8-25% da rHUEPO, analispé# programa ImageMastérRaia 1: 4 pg de rHUEPO.
Raia 2: 2 ug de rHUEPO. Raia 3: 1 pg de rHUEPGa Ra0,5 g de rHUEPO.

Os valores encontrados de Rf apresentaram desdi@@de 0,006 e média igual a 0,482
(Tabela 4.4).

A aplicacdo no gel de diferentes quantidades dé&eRdu possibilitou estabelecer uma
relacdo entre o volume da banda eletroforéticaneassa aplicada de rHUEPO, gerando um
equacao polinomial (Figura 4.19). Atraves da equasiabelecida, pode-se determinar a massa
de rHUEPO em uma amostra desconhecida da glicomsogen questdo a partir do volume da
banda eletroforética obtida no gel de NATIVE-PAGE®%, sob as condi¢gbes especificadas no
item 3.3.4.
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Figura 4.18: Densitometria das bandas eletrofastita NATIVE-PAGE 8-25% da rHUEPO 4 ug, 2 ug, le|ms
g (painéis A, B, C e D, respectivamente) , objiiel® programa ImageMaster

Tabela 4.4: Valores de Rf e volume de banda, obtioprograma ImageMast&rpara a banda eletroforética da

rHUEPO em gel de NATIVE-PAGE 8-25%.

Raia | Massa aplicada de rHUEPQ Rf Volume d‘f" bandaz(Pler
Intensity x mm®)
1 4 ug 0,479 313194
2 2 ug 0,477 245339
3 1ug 0,481 159823
4 0,5 ug 0,490 87365
Média 0,482
Desvio padrado 0,006
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Figura 4.19: Relagéo entre o volume da banda ébeética obtida no gel de NATIVE-PAGE 8-25% com a
respectiva massa de rHUEPO aplicada no gel.

4.3 - Padronizacao da hidrolise enzimatica da rHUE®
4.3.1 - Obtencéo dogpeptideos tripticos tedricos da rHUEPO

Dezenove peptideos e dois aminoacidos foram obtidokidrolise virtual do substrato
rHUEPO utilizando-se a enzima tripsina, feita petograma PeptideCutfér A sequéncia de

aminoacidos, o tamanho e a massa molecular desgddgns sdo descritos na Tabela 4.5.

Tabela 4.5: Peptideos obtidos pelo programa Pe&itie” na hidrélise teérica da rHUEPO com a enzima migsi

Posi¢&o do sitio Sequéncia de aminoacidos do Tamanho do peptideo Massa
de clivagem peptideo gerado (n° de aminoécidos) | molecular (Da)
4 APPR 4 439.515
10 LICDSR 6 705.827
14 VLER 4 515.610
20 YLLEAK 6 735.878
45 EAENITTGCAEHCSLNENITVPDTK 25 2689.906
52 VNFYAWK 7 927.070
53 R 1 174.203
76 MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR 23 2526.934
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97 GQALLVNSSQPWEPLQLHVDK 21 2359.667
103 AVSGLR 6 601.704
110 SLTTLLR 7 802.969
116 ALGAQK 6 586.689
131 EAISPPDAASAAPLR 15 1465.626
139 TITADTFR 8 924.021
140 K 1 146.189
143 LFR 3 434.539
150 VYSNFLR 7 898.029
152 GK 2 203.241
154 LK 2 259.349
162 LYTGEACR 8 912.028
166 TGD 4 447.448

4.3.2 - Avaliagéo da atividade enzimética da tripsa

Os perfis cromatograficos observados para os lleddns de BSA (solucdan), feitos

com as solugdes de tripsina recém-preparada (FigRe#) e apds 30 dias armazenadas 8G20
(Figura 4.20B), foram sobrepostos aos perfis dacgol de BSA com tripsina sem incubacgp (t
para fins comparativos.

Através das areas dos picos cromatograficos rdéeyea BSA, foi determinada a

porcentagem desta proteina que foi hidrolisadatppkina nos dois casos (Tabela 4.6).

Tabela 4.6: Parametros referentes aos picos dedB8dos na cromatografia de fase reversa das seduh® BSA

com tripsinag e 4.

Solugéo BSA + So!ugfﬁo de Tempo de retencéo | Area do pico| Grau de
tripsina tripsina do pico (min) (mAU.mL) hidrélise
Tempo zero ) Recém preparadz 29,28 334,487b 0
Incubacédo de 1h,) | Recém preparads 29,74 30,6649 90,83%
Tempo zero () 30 dias a -2{C 29,36 283,8535 0
Incubacéo de 1h,) | 30 dias a -2C 29,60 115,9406 59,15%
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Figura 4.20: Cromatografia de fase reversa em eohiifPoré RP-318 das solucdes de BSA com tripsine .
Eluentes: TFA 0,1% (A) e acetonitrila 80% com TFA&%(B). Gradiente: 1 volume de coluna (VC) em 086 d
eluente B, 7 VC em gradiente linear de 0 a 10098dé VC em 100% de B e 2 VC em 0% de B. Painel A:
Referente a solugdo de tripsina recém-preparadaelFB: Referente a solucdo de tripsina preparad&mhdias e
armazenada a 20. Solugdo4,; em vermelho. Solucdg: ttm azul. Branco da corrida cromatografica: verstauro.
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O pico da BSA apresentou area de 334,4875 mAU.mLtempo zero de incubacao
enzimatica, e 30,6649 mAU.mL, apds 1 hora de ing@ibacom a solucdo de tripsina recém-

preparada, o que significa 9,17% da quantidadealnite BSA. Ou seja, houve hidrélise de
90,83% da BSA.

J& para a tripsina em solucdo ha 30 dias, o picBS¥a apresentou area de 283,8535
mAU.mL, no tempo zero, e 115,9406 mAU.mL apos lahde incubacdo, o que significa

40,85%da quantidade inicial de BSA. Portanto, neste dasave hidrélise de 59,15% da BSA.

4.3.3 - Preparacédo das amostras de rHUEPO para admblise triptica

A dessalinizacdo da solucéo original de rHUEP@a fpor cromatografia de excluséo e
peneiracdo molecular € mostrada na Figura 4.21ulids 2 a 7, contendo a glicoproteina livre de

sais, foram reunidos. A solucéo resultante teveabgarvancia lida a 280 nm para estimativa de

sua concentracdo proteéica, apresentando o valdsdé. Utilizando o coeficiente de extingdo de
0,7435 crimg*, a concentracdo encontrada de rHUEPO na solu8@&Y mg/mL.
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0 W ! 1 !%}M%@Tg‘lo‘ujdlsl
0.0 0.5 1.0 15 20 25 3.0 min
Figura 4.21: Cromatografia de excluséo e peneiragalecular em coluna HiTrap Desalting da solucagiral da
rHUEPO. Eluente: Agua milli-Q. Gradiente: 3 volungescoluna. Absorgéo a 280 nm: azul. Condutividat®rom.
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Tendo obtido essa concentragdo, aliquotas equtealem 50 pug de rHUEPO foram
preparadas adicionando-se 72,8 pL da solucao desadh por tub@ppendorfPosteriormente,
as aliquotas foram secas a vacuo e armazenadaslaeicp até serem utilizadas para as reacoes
de hidrdlise enzimatica.

4.3.4 - Determinagdo do tempo de hidrolise

Os perfis cromatograficos dos hidrolisados trigtide rHUEPO, apd6s incubacdes de 15
minutos, 1 hora, 3 horas e 24 horas, e da solugadbldEPO com tripsina no tempo zero (sem
incubacao) estdo apresentados na Figura 4.22 d@disados com incubag¢des de 30 minutos, 45
minutos, 1 hora e 30 minutos e 2 horas ndo sdoragos, pois apresentaram um perfil
cromatogréfico similar aos hidrolisados de 15 nosui hora e 3 horas.

Os picos referentes a rHUEPO tiveram suas aréadamas, as quais foram utilizadas na
determinacdo da porcentagem de proteina hidrolipatia tripsina nos diferentes tempos de
incubacdo (Tabela 4.7). Com esses valores, umcgrédi feito para mostrar a cinética de
hidrolise da rHUEPO pela tripsina (Figura 4.23).

Tabela 4.7: Valores obtidos para tempo de retemc@mea dos picos referentes a rHUEPO e sua pogeemta
hidrolisada nos diferentes tempos de hidrélise.

Tempo de hidrélise Tempo(r?](ian;etengéo Area d(()ng)'i\cl(j.g]?nr)HuEPO % rHUEPO hidrolisada
0 minuto 32,10 270,94 0
15 minutos 32,51 5,83 97,85
30 minutos 32,58 3,22 98,81
45 minutos 32,60 2,83 98,96
1 hora 32,48 2,50 99,08
1 hora e 30 minutog 32,39 1,66 99,39
2 horas 32,51 1,12 99,59
3 horas 32,50 1,29 99,52
24 horas - 0,00 100,00
Média: 32,46

Desvio padrdo 0,16
Desvio padrao relativa 0,49%
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Figura 4.22: Cromatografia de fase reversa em eoHifPore RP-318lo hidrolisado triptico da rHUEPO em diferenteafes de hidrdlise triptica. Eluent
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Figura 4.23: Cinética da hidrdlise triptica da riR@E

O pico da rHUEPO néo foi detectado no hidrolisaidptico de 24 horas, ou seja,
praticamente, 100% da rHUEPO foi consumida pelasié®p enzimatica nessa incubacdo. Nos
outros hidrolisados, este pico foi detectado nopterde retengcdo meédio de 32,46 minutos,
apresentando desvio padrao relativo de 0,49% (@ab@). Uma hora de incubacao foi suficiente
para o consumo de mais de 99% da rHUEPO.

Na incubacdo de 24 horas, foram detectados 18 miommatograficos. Em todos os
outros tempos de incubacgéo, foram obtidos 12 pxogipais (numerados na Figura 4.26A),
excluindo-se aquele que também é observado no drdac corrida cromatografica (sem
aplicacdo de amostra) e o0 pico que aparece no eotnarto Yoid) da coluna. Este altimo pico
refere-se aos sais do tampéo de hidrélise, comoarmaumento da condutividade nessa fracao
cromatogréfica. Salienta-se que o pico cromatogpéfio branco apresentou tempo de retencdo

diferente dos picos referentes aos peptideosciwgptia rHUEPO.

4.3.5 - Determinacéo da relagdo enzima/substrato

Os perfis cromatograficos dos hidrolisados trigide rHUEPO com 1 hora de incubagéo,
na relacao E/S de 1/50 (p/p), 1/75 (p/p), 1/10p)(p/1/125 (p/p), foram sobrepostos ao perfil das
amostras no tempo zero correspondentes (Figura 4.24

As areas dos picos referentes a rHUEPO foranzadiis no calculo da porcentagem da
glicoproteina que foi hidrolisada por acdo da in@sadicionada em diferentes quantidades
(Tabela 4.8).
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Figura 4.24: Cromatografia de fase reversa em edlirPore RP-318 do hidrolisado triptico da rHUEEDn diferentes rela¢des E/S. Eluentes: TFA 0,1% (A)
acetonitrila 80% com TFA 0,08% (B). Gradiente: lumee de coluna (VCgm 0% do eluente B, 7 VC em gradiente linear d€100% de B, 1 VC em 100

de B e 2 VC em 0% de B. Painel A: Relacdo E/S 86 (/p). Painel B: Relacdo E/S de 1/75 (p/p). €lath Relagdo E/S de 1/100 (p/p). Painel Bldgac
E/S de 1/125 (p/p). Hidrolisado triptico da rHUER®rmelho. Amostra tempo zero: azul. Branco dai@gamcromatografica: verde escuro.
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Tabela 4.8: Relagdo dos valores obtidos para tedepoetencdo e area dos picos referentes a rHUEB@a e
porcentagem hidrolisada nas diferentes rela¢desing/rHUEPO.

Relacéo Tempo de retencéo| Area do pico da rHUEPO % rHUEPO
tripsina/rHUEPO (p/p) (min) (mAU.min) hidrolisada
Tempo zero 32,10 270,94 0

1/50 32,48 2,50 99,08

1/75 32,45 4,99 98,16

1/100 32,46 5,06 98,13

1/125 32,52 6,73 97,52

Média: 32,40

Desvio padrao 0,171
Desvio padrao relative 0,53%

A relacédo tripsina/rHUEPO de 1/50 (p/p) foi a undguee hidrolisou mais de 99% da
glicoproteina. Utilizando as relacdes E/S de 1f/p)( 1/100 (p/p) e 1/125 (p/p), o consumo foi
menor que 98,2% da rHUEPO.

O perfil peptidico do hidrolisado triptico da rH2@ com a relacdo E/S de 1/50 (p/p)
apresentou 12 picos cromatogréaficos mais significat enquanto os hidrolisados com as outras
relacdes E/S apresentaram 11 picos cada um, edohlsim o pico dwoid e o pico que também
aparece no branco da corrida cromatogréfica.

4.3.6 - Avaliacdo do uso das endoproteinases Arged_ys-C

Treze peptideos foram obtidos na hidrélise virtdal substrato rHUEPO, feita pelo
programa PeptideCutfer utilizando-se a endoproteinase Arg-C, e noveigeps utilizando-se a
endoproteinase Lys-C. A sequéncia de aminoacidasmanho e a massa molecular desses
peptideos sdo descritos nas Tabela 4.9 e 4.10.

Os perfis cromatograficos dos hidrolisados de rHDERpregando-se as endoproteinases
Arg-C e Lys-C, sobrepostos ao perfil cromatograties amostras no tempo zero e do branco da
corrida cromatogréafica (auséncia de amostra), eafiesentados na Figura 4.25. Os picos
referentes a rHUEPO tiveram suas areas calculaal@s g determinacdo da porcentagem de
proteina hidrolisada por acdo das diferentes ersz{irebela 4.11).
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Tabela 4.9: Peptideos obtidos pelo programa Peiitief® na hidrélise teérica da rHUEPO com a endoproteinas
Arg-C.

Posicéo do sitid Sequéncia de aminoacidos do Tamanho do peptideo Massa
de clivagem peptideo gerado (n° de aminoécidos) | molecular (Da)
4 APPR 4 439.515
10 LICDSR 6 705.827
14 VLER 4 515.610
53 YLLEAKEAS_IHE\I’/L%(\:{Q%\I/—IKCRSLNENITVP 39 4473.011
76 MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR 23 2526.934
103 GQALLVYNSSQPWEPLQLHVDKAVSGLR 27 2943.355
110 SLTTLLR 7 802.969
131 ALGAQKEAISPPDAASAAPLR 21 2034.300
139 TITADTFR 8 924.021
143 KLFR 4 562.713
150 VYSNFLR 7 898.029
162 GKLKLYTGEACR 12 1338.588
166 TGDR 4 447.448

Tabela 4.10: Peptideos obtidos pelo programa Reitef na hidrélise teérica da rHUEPO com a endoproteinas
Lys-C.

Posic&o do sitio Sequéncia de aminoacidos do Tamanho do peptideo Massa
de clivagem peptideo gerado (n° de aminoécidos) | molecular (Da)
20 APPRLICDSRVLERYLLEAK 20 2342.785
45 EAENITTGCAEHCSLNENITVPDTK 25 2689.906
52 VNFYAWK 7 927.070
o [MECHMEMESSEARSY ks | s
116 AVSGLRSLTTLLRALGAQK 19 1955.331
140 EAISPPDAASAAPLRTITADTFRK 24 2499.806
152 LFRVYSNFLRGK 12 1499.779
154 LK 2 259.349

166 LYTGEACRTGDR 12 1341.461
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Figura 4.25: Cromatografia de fase reversa em eoldirPoré RP-318 do hidrolisado da rHUEPO com a
endoproteinase Arg-C (Painel A) e com a endopraseirLys-C (Painel B). Eluentes: TFA 0,1% (A) e acitila
80% com TFA 0,08% (B). Gradiente: 1 volume de cal(vC) em 0% do eluente B, 7 VC em gradiente lirtead

a 100% de B, 1 VC em 100% de B e 2 VC em 0% deiBrolisado enzimético da rHUEPO: vermelho. Amostra
tempo zero: azul. Branco da corrida cromatogréafieade escuro.
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Tabela 4.11: Valores obtidos para tempo de reteecacea dos picos referentes a rHUEPO e sua pagesnt
hidrolisada com as endoproteinases Lys-C e Arg-C.

Amostra Tempo(r?](ian;etengéo Area d(()rﬁ'l\cg .r?]?nr)HuEPO % rHUEPO hidrolisada
Tempo zero Arg-C 32,10 270,94 0
Hidrolisado Arg-C 32,05 202,47 25,27
Tempo zero Lys-C 32,11 267,09 0
Hidrolisado Lys-C - - 100

A endoproteinase Arg-C hidrolisou apenas 25,27%Hd&PO e apresentou somente dois
picos na cromatografia de fase reversa. Na digemt@onatica com a endoproteinase Lys-C,

houve hidrdlise de 100% da rHUEPO e foram obsesrado picos cromatograficos.

4.4 — Otimizacdo da cromatografia de fase reversand peptideos tripticos da rHUEPO

4.4.1 - Avaliagdo do gradiente cromatografico de @icao

Os gradientes de eluicdo foram avaliados quams@ucao dos picos cromatograficos e
ao tempo de corrida. O perfil cromatografico dordlidado da rHUEPO, com 1 hora de
incubacao e relacdo E/S de 1/50 (p/p), nos difesemgradientes de eluicdo testados estdo
apresentados na Figura 4.26. Os 12 picos maidisgios presentes nos perfis cromatogréaficos
foram numerados na Figura 4.26A. Os tempos de dordas corridas cromatograficas em cada
gradiente estdo na Tabela 4.12.

Tabela 4.12: Tempo de duragdo das corridas croméditogs em cada gradiente testado.

Gradiente de Duracéo da corrida
eluicdo cromatografica (min)

1 58,1

2 68,7

3 76,5

4 165,4
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A regido central do perfil cromatografico, que dai pico 6 ao 11 do gradiente 1, foi a
gue mais variou com as modificagcbes no gradienteldigdo. A diminuicdo do angulo de
inclinacdo do gradiente melhorou a resolucdo do fit, o qual se separou em dois picos,
entretanto, os picos 6 e 7 do gradiente 1 eluitento$ nos outros gradientes. Portanto, ndo houve
aumento significativo na resolugdo geral dos pidosperfil cromatogréafico do hidrolisado
triptico da rHUEPO com o aumento do gradiente digasb.

Os tempos de retencdo médios dos 12 picos maifficagjumos do gradiente 1 séo

mostrados na Tabela 4.13.

Tabela 4.13: Tempos de retengdo médios dos pitosigais observados nas triplicatas feitas comaalignte 1 da
cromatografia de fase reversa com a coluna Hi-R&18 do hidrolisado de rHUEPO.

Pico Cromatogréfico | Tempo de retencdo médio (min &svio-padréo
1 14,02 0,08
2 15,53 0,07
3 16,25 0,07
4 16,85 0,09
5 17,55 0,06
6 18,81 0,07
7 19,47 0,06
8 20,28 0,05
9 20,72 0,05
10 21,94 0,05
11 23,25 0,06
12 33,50 0,04

4.4.2 - Avaliacdo da coluna cromatografica de fageversa C18

Os perfis cromatograficos referentes ao hidrobstiptico da rHUEPO (relacdo E/S de
1/50 p/p e hidrélise de 1 hora a°8J nas colunas cromatogréaficas de fase reversa &e(M8
(Figura 4.27), Vydac 218TP C18 (Figura 4.28) e ®&lak C18 (Figura 4.29) estdo apresentados
a sequir, sendo o perfil peptidico obtido na coldir®ore RP 318 mostrado na Figura 4.26A.

Os parametros de avaliacdo, tempo de corrida e no§nale picos cromatograficos, para

cada coluna testada sdo mostrados na Tabela 4.14.
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Figura 4.27: Cromatografia de fase reversa em eoRepMap C18 do hidrolisado triptico da rHUEPO eBtes:
TFA 0,1% (A) e acetonitrila 80% com TFA 0,08% (Byadientes: 1 volume de coluna (VC) em 0% de BC7evh
gradiente linear de 0 a 100% de B, 1 VC em 1009 de5 VC em 0% de B (Painel A); 1 VC em 0% de BV
em gradiente linear de 0 a 100% de B, 1 VC em 166% e 5 VC em 0% de B (Painel B). Hidrolisadoticip da
rHUEPO: vermelho. Branco da corrida cromatogréafazal.
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Figura 4.28: Cromatografia de fase reversa em eoMydac 218TP C18 do hidrolisado triptico da rHUEPO
Eluentes: TFA 0,1% (A) e acetonitrila 80% com TFA&% (B). Gradientes: 1 volume de coluna (VC) emd¥/B,

14 VC em gradiente linear de 0 a 100% de B, 1 VCl80% de B e 2 VC em 0% de B (Painel A); 1 VC emd®o
B, 20 VC em gradiente linear de 0 a 100% de B, 1evC100% de B e 2 VC em 0% de B (Painel B). Hideuld
triptico da rHUEPO: vermelho. Branco da corridantaiografica: azul.
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Figura 4.29: Cromatografia de fase reversa em eolgita Pak C18 do hidrolisado triptico da rHUEE@entes:
TFA 0,1% (A) e acetonitrila 80% com TFA 0,08% (Byadiente: 1 VC em 0% de B, 14 VC em gradientealirte

0 a 100% de B, 1 VC em 100% de B e 2 VC em 0% dei@olisado triptico da rHUEPO: vermelho. Brana d
corrida cromatografica: azul.

Tabela 4.14: Principais parametros de avaliagdo addisnas cromatogréficas testadas no fracionameot
peptideos tripticos da rHUEPO por HPLC-RP-C18.

Coluna Dimensdes Gradiente linear Eluxo Duracéo N° DiCOS
cromatografica 0 a 100%B corrida (min) P
Hi-Pore RP 318 4,6x250mm 7vC 0,8mL/min 58,1 12

PepMap C18 2,1x100mm 7VvC 0,2mL/min 25,7 10
PepMap C18 2,1x100mm 14vC 0,2mL/min 37,8 11
Delta Pak C18 3,9x150mm 14VvC 0,8mL/min 41,0 14
Vydac 218TP C18 4,6x100mm 14vC 0,8mL/min 38,1 13
Vydac 218TP C18 4,6x100mm 20vC 0,8mL/min 51,0 14

A coluna PepMap C18 apresentou baixa resolugcdopdms cromatograficos. Foram

observados 10 picos no primeiro gradiente e 1legarglo, cujos tempos de retencdo médios sao
mostrados nas Tabelas 4.15 e 4.16.
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Tabela 4.15: Tempos de retengdo médios dos pitosigais observados nas triplicatas feitas comaalignte 1 da
cromatografia de fase reversa com a coluna PepM&m@ hidrolisado de rHUEPO.

Pico Cromatografico | Tempo de retencdo médio (min)  &svio-padréo
1 10,56 0,06
2 10,90 0,04
3 11,58 0,03
4 11,88 0,04
5 12,11 0,04
6 12,26 0,04
7 12,86 0,04
8 13,35 0,03
9 15,91 0,06
10 17,25 0,01

Tabela 4.16Tempos de retencdo meédios dos picos principaisadides nas triplicatas feitas com o gradiente 2 da
cromatografia de fase reversa com a coluna PepM&m@ hidrolisado de rHUEPO.

Pico Cromatogréfico | Tempo de retencdo médio (min)  &svio-padréao
1 12,18 0,04
2 12,99 0,02
3 14,69 0,04
4 14,85 0,05
5 15,2 0,05
6 15,35 0,05
7 16,41 0,05
8 16,76 0,05
9 17,43 0,05
10 20,78 0,07
11 24,52 0,04

A coluna Delta Pak C18 gerou um perfil cromatog@itom 14 picos, cujos tempos de
retencdo médios sdo mostrados na Tabela 4.17. &tlanc@una, o pico 6 presente no gradiente 1
com a Hi-Pore RP 318 ficou suprimido e os pico8 &,9 estdo pouco resolvidos, no entanto,
dois novos picos apareceram, um entre os picosl10eeo outro apds o pico 11.

J4 a Vydac 218TP C18 apresentou perfil peptidian &3 picos cromatograficos no
primeiro gradiente e 14 no segundo, cujos tempast@acdo médios sdo mostrados nas Tabela
4.18 e 4.19. O perfil dos picos da regido centiesémelhante ao da coluna Delta Pak C18, com
excecdo daquele entre os picos 10 e 11, que nabgervado.
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Tabela 4.17: Tempos de retencdo médios dos pidosigmis observados na cromatografia de fase ravéas
triplicatas feitas com a coluna Delta Pak C18 ddtisado de rHUEPO.

Pico Cromatografico | Tempo de retencdo médio (min)  &svio-padréo
1 7,78 0,13
2 8,08 0,08
3 9,09 0,06
4 9,6 0,08
5 10,49 0,08
6 11,6 0,05
7 11,94 0,05
8 12,35 0,04
9 13,13 0,06
10 13,96 0,05
11 14,52 0,06
12 15,02 0,21
13 15,47 0,04
14 24,09 0,04

Tabela 4.18: Tempos de retengdo médios dos pitosigais observados nas triplicatas feitas comaalignte 1 da
cromatografia de fase reversa com a coluna Vyd8&R1XC18 do hidrolisado de rHUEPO.

Pico Cromatogréfico | Tempo de retencdo médio (min)  &svio-padréao
1 6,93 0,05
2 9,65 0,07
3 11,25 0,05
4 11,35 0,04
5 11,52 0,06
6 11,83 0,05
7 12,00 0,05
8 12,35 0,04
9 12,99 0,05
10 14,03 0,07
11 14,49 0,06
12 18,82 0,06
13 21,89 0,05
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Tabela 4.19: Tempos de retengdo médios dos pitosigais observados nas triplicatas feitas comaalignte 2 da
cromatografia de fase reversa com a coluna Vyd88RXC18 do hidrolisado de rHUEPO.

Pico Cromatografico | Tempo de retengdo médio (min)  &svio-padrao

1 7,23 0,06

9,70 0,05
3 10,92 0,06
4 13,03 0,07
5 13,49 0,05
6 13,87 0,05
7 14,08 0,04
8 14,23 0,06
9 15,69 0,06
10 17,19 0,05
11 18,14 0,07
12 18,33 0,05
13 22,55 0,04
14 28,49 0,05

4.5 - Analise dos peptideos tripticos da rHUEPO pagspectrometria de massa

Os espectros de massa foram obtidos em modoidefigara as fracdes cromatograficas
da cromatografia de fase reversa do hidrolisagtidd da rHUEPO, referentes aos picos 6+7+8
(Figura 4.30), pico 9 (Figura 4.31), picos 10+1ib(iFas 4.32 a 4.34) e pico 12 (Figura 4.35). Os
peptideos identificados, por sua massa molecutacasla fragdo sdo descritos na Tabela 4.20.

Através do programilascot Search Resul{Matrix Sciencg trés fragmentos peptidicos
foram relacionados a EPO humana (Anexo I). Foraemtificados os peptideos TITADTFR,
VNFYAWK e EAISPPDAASAAPLR, cujas massas moleculatedricas sédo, respectivamente,
de 924.021 Da, 927.070 Da e 1.465,626 Da, segurtograma PeptideCutferEste resultado
foi obtido com uma tolerancia de 0,6 Da na massap#gptideos. Quando foi considerada uma
margem maior de tolerancia, 1,2 Da, o programa tifitmou um peptideo a mais,
MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR (massa molecular teérica @8626,934 Da).
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Figura 4.30: Espectrometria de massas em moddideflda fracdo cromatografica referente aos pices+8,
realizada no espectrometro de massas AB SCIEX TOFM 5800 (Applied Biosystems), usando o sistema
MALDI-TOF (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization - Tiwofeflight). Peptideo identificado:
EAISPPDAASAAPLR (1.465,626 Da).
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Figura 4.31: Espectrometria de massas em moddideflda fracdo cromatografica referente ao pice8lizada no
espectrometro de massas AB SCIEX TOF/T®B800 (Applied Biosystems), usando o sistema MALKIFT
(Matrix-assisted Laser Desorption/lonization - Tiwfeflight). Peptideo identificado: TITADTFR (924,021 Da).
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Figura 4.32: Espectrometria de massas em moddideflda fracdo cromatogréafica referente aos piddsll,
realizada no espectrdmetro de massas AB SCIEX TOFM 5800 (Applied Biosystems), usando o sistema
MALDI-TOF (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization - Tiwfeflight). Peptideo identificado: SLTTLLR
(802.969 Da).
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Figura 4.33: Espectrometria de massas em modatideflda fracdo cromatografica referente aos pid®sll,
realizada no espectrdmetro de massas AB SCIEX TOFM 5800 (Applied Biosystems), usando o sistema
MALDI-TOF (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization - Tiwfeflight). Peptideo identificado: VYSNFLR
(898,029 Da).
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Figura 4.34: Espectrometria de massas em moddideflda fracdo cromatogréafica referente aos piddsll,
realizada no espectrdmetro de massas AB SCIEX TOFM 5800 (Applied Biosystems), usando o sistema
MALDI-TOF (Matrix-assisted Laser Desorption/lonization - Tiwfeflight). Peptideo identificado: VNFYAWK
(927,070 Da).

2507 35745

Ly 9.4
%0
H{E

0

25 3557

60
30

T Imtensity

24 4080

40

3

B3 3B
25405752

20
104

] T T r .
mni 1325 oy 533 1331 251

Mass dmizh

Figura 4.35: Espectrometria de massas em moddidefléa fracdo cromatogréafica referente ao picard&ljzada no
espectrometro de massas AB SCIEX TOF/THB800 (Applied Biosystems), usando o sistema MALDIFT
(Matrix-assisted Laser Desorption/lonization - Tiwfeflight). Peptideo identificado:
MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR (2.526,934 Da).
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Tabela 4.20: Peptideos tripticos da rHUEPO ideatifios na espectrometria de massas das fracdestogoafieas
de fase reversa do hidrolisado triptico da rHUEPO.

Sequéncia de aminoacidos Massa molecular | Massa molecular Fracao
do peptideo teorica (Da) experimental (Da) cromatogréafica
EAISPPDAASAAPLR 1.465,626 1.465,7954 Picos 6+7+8
TITADTFR 924,021 924,4982 Pico 9
SLTTLLR 802.969 803,4975 Picos 10+11
VYSNFLR 898,029 898,4822 Picos 10+11
VNFYAWK 927,070 928,4644 Picos 10+11
MEV AVEVWQGLAL .
GQLQSEAVLRQG 2.526,934 2527,3745 Pico 12

4.6 - Especificidade da metodologia desenvolvida

O perfil cromatografico do branco do hidrolisadiptico de rHUEPO apresentou apenas
um pico no volume mortovgid) da coluna cromatografica, excluindo-se o pico tamebém esta

presente na corrida feita sem amostra, como mastrgura 4.36.
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Figura 4.36: Cromatografia de fase reversa em eoMiPoré€ RP-318 do branco do hidrolisado triptico da
rHUEPO. Eluentes: TFA 0,1% (A) e acetonitrila 808ncTFA 0,08% (B). Gradiente: 1 volume de coluna \\é@
0% do eluente B, 7 VC em gradiente linear de 0G%d.@e B, 1 VC em 100% de B e 2 VC em 0% de B. Bralw
hidrolisado: vermelho. Auséncia de amostra: vestei®. Condutividade: marrom.
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Com excecédo do pico dmid, que se refere aos sais do tampao de hidréliseuss
picos cromatograficos presentes no perfil peptidicdidrolisado triptico da rHUEPO nao foram
observados para o branco do hidrolisado.

O perfil peptidico do hidrolisado triptico do quitmipsinogénio A, feito da mesma forma
que o hidrolisado triptico da rHUEPO (relacdo E€S1450 e hidrélise de 1 hora a°BJ e
analisado sob as mesmas condi¢cbes de HPLC-RP-@i@stéado na Figura 4.37. Sem levar em
conta o pico dovoid, todos os outros picos do hidrolisado triptico glomotripsinogénio A

diferiram daqueles observados no perfil peptidizdidrolisado da rHUEPO.
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Figura 4.37: Cromatografia de fase reversa em eoli-Por€ RP-318 do hidrolisado triptico do
guimotripsinogénio A. Eluentes: TFA 0,1% (A) e acgtrila 80% com TFA 0,08% (B). Gradiente: 1 volumie
coluna (VC) em 0% do eluente B, 7 VC em gradieimtedr de 0 a 100% de B, 1 VC em 100% de B e 2 VO%m
de B. Hidrolisado de quimotripsinogénio A: vermelhdidrolisado de rHUEPO: azul. Branco da corrida
cromatografica: verde escuro.

A hidrélise enzimatica virtual usando-se o sulbstiguimotripsinogénio A e a enzima
tripsina, feita no programa PeptideCuttarara fins comparativos, mostrou 19 peptideos. A
sequéncia de aminoacidos, o tamanho e a massaulaoleesses peptideos sao descritos na
Tabela 4.21.
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Tabela 4.21: Peptideos obtidos pelo programa Reuitef na hidrélise teérica do quimotripsinogénio A com a
enzima tripsina.

P(ési(;é_o do sitig Sequéncia do peptideo gerado Tarpanho QO ertideo Pgso do

e clivagem (n° de aminoacidos) | peptideo (Da)
15 CGVPAIQPVLSGLSR 15 1496.788
36 IVNGEEAVPGSWPWQVSLQDK 21 2339.590
82 IQK 3 387.479
84 LK 2 259.349
87 IAK 3 330.428
90 VFK 3 392.499
93 NSK 3 347.371
107 YNSLTINNDITLLK 14 1621.851
145 é%?%%é?:&/SAVCLPSASDDFAAGTT 38 3781.181
154 YTNANTPDR 9 1051.081
169 LQQASLPLLSNTNCK 15 1629.892
170 K 1 146.189
175 YWGTK 5 653.736
177 IK 2 259.349
202 DAMICAGASGVSSCMGDSGGPLVCK 25 2316.678
203 K 1 146.189
230 NGAWTLVGIVSWGSSTCSTSTPGVYAR 27 2758.058
245 VTALVNWVQQTLAAN 15 1627.861
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5- DISCUSSAO

5.1 - Homogeneidade protéica e caracterizacao fisiquimica da rHUEPO

As concentragcbes de rHUEPO na solugédo originainaedtis pelos meétodos de Folin-
Lowry modificado e espectrofotométrico de absorg@80 nm foram semelhantes (Item 4.2.1).
O método de quantificacdo protéica utilizado cosferéncia foi o de absorcdo a 280 nm, por se
tratar de um método mais simples e utilizar o cigfite de extincédo obtido a partir do padrdo de
EPO, enquanto que para o método de Folin-Lowry fizadio utilizou-se uma proteina diferente
(BSA) como padrao protéico para a curva de caldwac

A amostra de IFA da rHUEPO apresentou pureza essintaaior que 94% por
eletroforese desnaturante em gel de poliacrilanf8BS-PAGE) 12% (ltem 4.1.1, ultimo
paragrafo). Em cada raia, a banda eletroforétitdiva a rHUEPO mostrou-se difusa (Figura
4.1), sendo esta uma caracteristica dessa gliepaptque apresenta isoformas com mobilidades
eletroforéticas muito proximas devido a microhgjereidade de suas cadeias glicidicas
(Schmidt, 2003). Os dados da curva area da baredeoferéticaversusmassa de rHUEPO
aplicada (Figura 4.4) apresentaram uma boa coéeld@g de 0,991), sugerindo que preparacdes,
homogéneas ou ndo, de rHUEPO com concentracOamntiestdas, podem ser quantificadas por
meio da avaliacdo da area da banda eletroforélitdaopor SDS-PAGE 12% sob as condicdes
estabelecidas, contra uma curva de calibragdo assmdmostras de rHUEPO com concentracdes
conhecidas.

Na cromatografia de fase reversa em coluna C4,aaps visualizagcdo de dois picos
cromatogréficos (Figura 4.5), ndo foram detectgulageinas contaminantes na amostra, pois
nenhuma banda protéica foi identificada por SDS-BAZ25% para a fracdo cromatogréafica
correspondente ao pico do volume moxoid) da coluna de fase reversa (Figura 4.6). A fragédo
cromatogréfica eluida no gradiente de acetonijieesentou uma banda eletroforética na SDS-

PAGE 8-25% com peso molecular (PM) estimado de 1&3.8-igura 4.7), indicando ser a
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rHUEPO, cujo PM citado na literatura varia entréDB0 e 34.000 (Choi et al., 1996; Schmidt et
al., 2003).

O valor médio de PM da rHUEPO estimado em outrodgekletroforese desnaturante
(SDS-PAGE) 8-25%, feito com triplicatas, foi 30.9¢8gura 4.10). Este resultado apresentou
coeréncia com os dados da literatura. Essa variag@oe devido a heterogeneidade das cadeias
glicidicas da rHUEPO. Vale ressaltar que o PM abpidr eletroforese em gel de poliacrilamida é
uma estimativa e ndo uma medida exata, podendseaee uma incerteza de cerca de 5%, de
acordo com Hames & Rickwood (1990). Além dissous€g Segrest & Jackson (1972), no caso
das glicoproteinas, o valor de peso molecular ¥agerpor SDS-PAGE pode ser cerca de 1.000
Da maior que o0 seu peso molecular real para ca@& d® glicoproteina representado por
glicideos. Esse efeito ocorre porque as glicopmatgiem funcdo do impedimento estérico das
cadeias glicidicas, apresentam um menor numeragededes com o dodecil sulfato de sédio
(SDS) em comparacao as proteinas padrdes, 0 quecgpraama menor mobilidade na SDS-
PAGE e, consequentemente, um peso molecular aparamdr do que o real (Segrest & Jackson,
1972). Como a rHUEPO apresenta aproximadamentedd086a massa composta por glicideos, o
peso molecular obtido por SDS-PAGE pode ser cezca@0 Da acima do valor verdadeiro. De
acordo com Segrest & Jackson (1972), para uma a&stanmais acurada do peso molecular
minimo assintético de uma glicoproteina, as cosrielatroforéticas devem ser feitas em gel de
poliacrilamida mais concentrado (de 15% ou maispe®o molecular aparente diminui com o
aumento da concentragdo do gel, uma vez que a bgagio ao SDS € compensada com a
diminuicdo da porosidade do gel (Segrest & Jack®r2). Por este motivo, foi utilizado o gel
de gradiente de concentracao 8-25% na estimatiyeesio molecular da rHUEPO.

Por espectrometria de massa, a rHUEPO apresendssanmolecular de 26.878 Da
(Figura 4.12). Segundo Guo-Hua et al. (1999), @ pargo observado é caracteristica das
glicoproteinas heterogéneas. De acordo com o mesiow, quanto maior a largura do pico,
maior a heterogeneidade glicidica da glicoprotethaalor de peso molecular (PM) encontrado
esta abaixo do PM citado na literatura, que € d@dB0a 34.000, etimado por eletroforese em gel
de poliacrilamida (Choi et al., 1996; Schmidt et 2003). Na analise de glicoproteinas intactas
por MALDI-TOF, grupos labeis como acidos sialicosNeacetilglicosamina tendem a se
fragmentar no sistema de ionizacdo ou durante laracéo (Gimenez et al., 2007; Gimenez et
al., 2010). Portanto, parte das cadeias glicidicasentes na molécula da rHUEPO pode ter sido

retirada. Essa perda de porcéo glicidica provocantio, a obtencdo de uma massa molecular
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menor, como foi observado nesta dissertagdo. Delaamm Gimenez et al. (2007), a matriz
mais adequada para obter valores confiaveis deanmaskecular de glicoproteinas intactas por
MALDI-MS seria a matriz sélida DHB (acido 2,5-dilnikibenzéico), que reduz a fragmentacao
dos glicideos. No entanto, a matriz DHB apreserifiguttiade na reprodutibilidade dos
resultados, aumentando o tempo necessario paiaareas medicbes (Gimenez et al., 2010).
Recentemente, alguns trabalhos tém sugerido quigldig| ibnicos sdo matrizes melhores para a
analise de glicopeptideos por MS, pois aumentamomobeneidade local e impedem a
fragmentacdo que ocorre utilizando matrizes sol{ffaskuyama et al., 2008; Ullmer & Rizzi,
2009; Gimenez et al.,, 2010). As matrizes de liquimluco sdo sais organicos formados por
misturas equimolares de matrizes &cidas cristaltnbases organicas. Portanto, o mais correto
teria sido usar uma matriz de liquido idnico, ondai DHB, em vez da matriz de acido alfa-
ciano-4-hidroxicinamico (CHCA), ja que se tratauthea andalise de glicoproteina.

Com relacédo a estimativa dos valores de pontdésm® (pl) para a rHUEPO, tanto por
focalizacdo isoelétrica quanto por cromatofocaima@bservou-se a presenca de isoformas com
valores de pl na faixa entre 3,5 e 4,1 (Figuragl £14.16). As metodologias utilizadas para
determinacdo de pl foram congruentes em relacaxa fle pl das isoformas encontradas, tendo
sido observadas, pelo menos, quatro isoformasaraatofocalizacéo e trés bandas distintas no
IEF-PAGE. A identificacdo do menor numero de isofas da rHUEPO no IEF-PAGE pode ser
consequéncia da falta de resolucéo da eletrofodes@jo a ampla faixa de pH do gel utilizado (3
a 9). Uma estimativa mais acurada por IEF-PAGE pader feita utilizando-se géis semi-secos
com gradiente de pH entre 2,5 e 5,0. Observouasghém, que os valores de pl obtidos foram
menores do que aqueles descritos na literaturagpBRO nativa. Segundo Choi et al. (1996), as
isoformas de EPO possuem pl na faixa de 4,5 a Bs€3a variacdo estd relacionada,
principalmente, com o nivel de &cido sialico préseras extremidades das cadeias glicidicas da
molécula. A presenca de maior quantidade de adédiccstorna o pl da rHUEPO mais baixo.
Gokana et al. (1997) encontrou mais de dez isoferena amostras de rHUEPO purificadas com
pl entre 3 e 7. Portanto, os dados obtidos pamaastea avaliada podem ser um indicativo da
presenca de isoformas com altos niveis de acidiosidoléculas de rHUEPO com alto teor de
acido sialico sdo desejaveis para seu uso comdeatgapéutico, uma vez que a presenca de
moléculas de acido sialico aumenta a permanénciod@maco no organismo, potencializando

seu efeito farmacolodgico.
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Com relacdo a mobilidade relativa por eletroforese gel de poliacrilamida em
condicdes nativas (Figura 4.17 e 4.18), o desvargmentre os valores de Rf da rHUEPO foi
baixo, 0,006 (Tabela 4.4). A boa correlacd6 £R0,9986) entre os valores do volume da banda
eletroforética e da massa de amostra aplicadaaradic que esta metodologia também pode ser
empregada para a quantificacdo de amostras de MBluBRavés da equacdo polinomial
estabelecida (Figura 4.19). Cabe ressaltar, aiqda, a amostra em questdo, aplicada em
guantidades crescentes na eletroforese, apressattiwmogénea por mais esse critério de

pureza.

5.2 - Padronizacéo da hidrélise enzimatica da rHUE®

Para a definicio de uma metodologia de mapeamesptidio, todos 0S insumos
envolvidos devem ser qualificados. Neste conteat@nzima tripsina, utilizada na hidrolise
enzimatica da rHUEPO, foi avaliada quanto a swédatie enzimética. Essa avaliacdo pode ser
feita utilizando diversos substratos, sendo oscpais a azocaseina (Charney & Tomarelli,
1947) e o Na-benzoil-L-arginina-etil éster (Oliveira et al.,949. No entanto, estas metodologias
convencionais sao limitadas em relacdo a dispdahéloie ou ao custo dos substratos utilizados,
além da baixa solubilidade no caso da azocasemaenhtido de facilitar a avaliagdo da tripsina,
um ensaio simples para quantificar a atividadeeptiitca desta enzima foi desenvolvido, nesta
dissertacdo, usando-se o padrdo de BSA como sbsteacromatografia de fase reversa como
metodologia para fracionamento do hidrolisado deA.BSs resultados foram expressos em
termos de percentual de BSA hidrolisada, entrefantelacdo de massa de BSA hidrolisada por
unidade de tempo pode ser definida como uma Unidedétividade (UA), desde que as
condicbes de hidrdlise e analise cromatograficansdpem definidas. Essa metodologia foi
bastante simples, rapida e de menor custo em el @utras sugeridas. Como resultado desta
abordagem, foi obtida uma hidrélise de mais de @@quantidade total de BSA por acdo da
tripsina, apés 1 hora de incubacdo &C3%tom relacdo E/S de 1/50 (p/p) e concentracd@Sihe
igual a 1 mg/mL (Tabela 4.6). O ensaio de hidraliseBSA também foi utilizado para avaliar a
atividade enzimatica da tripsina apds 30 dias deaaenamento a — 20, observando-se uma
gueda no grau de hidrélise para valores menore$@ieda quantidade total de BSA. Essa perda
de atividade proteolitica pode ser resultante dedes de autdlise da enzima ou de inativagao

pelas condicdes de armazenamento. Devido a esskades neste trabalho, as hidrolises da
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rHUEPO foram realizadas com solucfes de tripsio@mepreparadas. No entanto, se um estudo
mais aprofundado sobre a estabilidade da tripsmmaselucdo for realizado, sera possivel
estabelecer até quantos dias, apds sua recor@tit@@nzima podera ser utilizada sem prejuizos
significativos a sua atividade proteolitica.

Antes de hidrolisar as amostras de IFA da rHUEP3 precisa ser dessalinizada para
retirar todos 0os componentes dessa preparacdo.omatografia de exclusdo e peneiracéo
molecular em coluna HiTrap Desalting (Sephadex G2b)a metodologia selecionada para
realizar a dessalinizacdo da amostra, uma vez dqstran-se uma técnica simples, rapida e
eficiente (Item 4.3.3).

A hidrdlise de proteinas para mapeamento peptid@ee ser realizada em condi¢cdes
otimizadas para cada enzima selecionada. Em fudedoatureza do substrato, ajustes nos
parametros reacionais, como pH, temperatura, @lagdima/substrato (E/S), concentracdo de
substrato e tempo de incubacdo, podem ser neasss&ld estudo da hidrolise triptica da
rHUEPO realizadas nesta dissertacdo, os parandgrteampo de incubacado e relagdo E/S (p/p)
foram alterados separadamente, e utilizou-se o tphiodda tripsina (pH 8,5) e a temperatura
maxima suportada pela enzima G{Promega Corporation, 2009). A concentracadHiEPO
foi mantida constante em 1 mg/mL para todos osienstevido a limitacdo de quantidade de
amostra fornecida.

Com excecao do hidrolisado de 24 horas de incabag® é um tempo muito longo para
ser aplicado para ensaios de controle em processujmero de peptideos gerados (picos
cromatrograficos observados na fase reversa) faligara os todos os hidrolisados. Sendo
assim, o tempo de incubacéo para a reacao hideotii rHUEPO ficou estabelecido em 1 hora,
ja que, com esse tempo, a hidrdlise de 99% dapytiteina € conseguida e o perfil peptidico é
semelhante em relacdo aos hidrolisados de 2 ea3 lidabela 4.7 e Figura 4.22). O hidrolisado
de 15 minutos de incubacao apresentou perfil peptigimilar ao do hidrolisado de 1 hora de
incubacao e hidrolisou 97% da rHUEPO. Tratandoesard ensaio de controle em processo, 0s
tempos de incubacdo de 15 e 30 minutos poderiaremspregados para diminuir o tempo de
analise.

A relacao tripsina/rHUEPO de 1/50 (p/p) foi a @nigue hidrolisou mais de 99% da
glicoproteina (Tabela 4.8). Utilizando as relacBéS de 1/75 (p/p), 1/100 (p/p) e 1/125 (p/p), o
consumo foi menor que 98,2% da rHUEPO. O perfitidegm do hidrolisado com E/S de 1/50

(p/p) apresentou 12 picos mais significativos, emtpi os outros hidrolisados apresentaram 11
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picos cada uma (Figura 4.24). Diante destes rekdfaa relacdo tripsina/rHUEPO ficou
estabelecida em 1/50 (p/p), uma vez que apresentoaior grau de hidrélise da rHUEPO e um
perfil cromatografico com mais peptideos observados

De acordo com o PeptideCuftera hidrélise triptica da rHUEPO produz dezenove
peptideos e dois aminoacidos (Tabela 4.5), umajuezesta glicoproteina possui doze residuos
de arginina e oito residuos de lisina. Na praticaentanto, foi observada uma quantidade menor
de fragmentos peptidicos. Isto se deve a formaggmeduenos peptideos e aminoacidos isolados,
gue podem sair no volume morteo{d) da coluna cromatografica de fase reversa ou &éo s
passiveis de deteccdo em fungdo do tamanho. Cautsa provavel para a reducdo de niumeros de
fragmentos encontrados seria a presenca de s@tiokvdgem ndo acessiveis ou com cinética de
hidrolise mais lenta, causadas por impedimentaiestéu repulsdo de cargas, respectivamente
(Oliveira et al., 1993).

O uso de outras enzimas, como as endoproteinage€ Ar Lys-C, foi avaliado como
uma alternativa ao uso da tripsifieeoricamente, a hidrolise enziméatica da rHUEPO eom
endoproteinase Arg-C produz treze peptideos (Tab8lae, com a endoproteinase Lys-C, nove
peptideos (Tabela 4.10), segundo o programa Pé&ptite®. No entanto, como ja& discutido
anteriormente, nem todos os peptideos obtidosamnia 880 observados na pratica. Em funcao do
numero reduzido de peptideos, as endoproteinasgs<C A¢ Lys-C foram consideradas boas
opcOes de enzimas para serem utilizadas no estudanapeamento peptidico da rHUEPO, pois
um nuamero menor de peptideos gerados pode significea maior resolucdo dos picos
cromatograficos no mapa peptidico por cromatogrdéafase reversa. A hidrélise enzimética
com a endoproteinase Arg-C nao foi bem-sucedidacoadicOes estabelecidas, apresentando
hidrélise de somente 25,27% da rHUEPO e perfil atografico do hidrolisado de rHUEPO com
apenas dois picos (Tabela 4.11 e Figura 4.25A)hdtek resultados poderiam ser obtidos com a
otimizacdo das condi¢cdes de hidrolise, como o atondn tempo de incubagdo e/ou maior
relacdo E/S, no entanto, essas mudancas tornariaendaproteinase Arg-C uma opgéao
desfavoravel, economicamente, em relacéo a hidrélgimatica com a tripsina. A hidrdlise da
rHUEPO realizada com a endoproteinase Lys-C, ptodado, foi de 100% e apresentou um
perfil peptidico com oito picos cromatograficosngipais (Tabela 4.11 e Figura 4.25B). A
resolucdo cromatografica do mapa peptidico do héddo da rHUEPO com a endoproteinase
Lys-C foi altamente satisfatorio, embora as corei¢cda cromatografia de fase reversa nao

tenham sido otimizadas para este hidrolisado. Gsspiromatograficos foram bem definidos, em
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sua maioria. Do ponto de vista metodolégico, a prmteinase Lys-C representou uma
alternativa melhor em relacéo a tripsina, no eotase for levado em consideracéo o custo das
duas enzimas, a tripsina se torna mais vantajgsanas para ilustrar a disparidade do valor de
cada uma destas enzimas, a tripSeguencing Gradpode ser comprada em frascos contendo
100 pg por R$216,00 (Promega Corporation, 201 ha¢rdoproteinase Lys-8equencing Grade
€ comercializada em frascos contendo 5 pg por R8a@ZBromega Corporation, 2011b), ou seja,
peso por peso, o custo da endoproteinase Lys-Ccé de trinta e nove vezes maior do que o
custo da tripsina (R$2,16/ug de tripsina contrad3¥®1g de endoproteinase Lys-C).

5.3 — Otimizacao da cromatografia de fase reversad peptideos tripticos da rHUEPO

Inicialmente, os experimentos foram realizados @oooluna Hi-Pore RP 318 por uma
guestdo de disponibilidade. Tal coluna mostrous& gara utilizagdo na metodologia de
mapeamento peptidico, com baixa dispersdo dos temdporetencdo de um mesmo pico
cromatogréafico em diferentes corridas, sendo ogiagepadroes menores que 0,1 (Tabela 4.13).
As alteracdes no gradiente de eluicdo da colun&dde RP 318 ndo mostraram ganhos
significativos. Apesar da diminuigdo do angulo delinacdo do gradiente, n&o foi observada
uma maior resolucdo dos picos cromatograficos doolisado triptico da rHUEPO, de uma
forma geral (Figura 4.26). Em suma, considerand@ay@metros resolu¢cdo cromatografica e
tempo de corrida, o gradiente de eluicdo mais y@sudapara a coluna Hi-Pore RP 318 seria o
gradiente 1, que obteve resolucdes satisfatoriapidos e apresentou o menor tempo de duracéo
para a corrida cromatografica (Tabela 4.12). Delomes forma, independente do gradiente
utilizado, o tempo de corrida com a Hi-Pore RP &ii8menor do que o utilizado no CIM,
representando uma reducéo significativa no tempmédése.

A utilizacdo de outras colunas cromatograficasade freversa foi avaliada, tendo como
principal objetivo estabelecer alternativas a caltitPore RP 318 que tenham melhor resolugéo
cromatogréfica dos peptideos e menor tempo dedeorEstes sdo parametros importantes a
serem considerados em um ensaio de mapeamentdipep@om excecdo da PepMap C18, que
apresentou uma resolucdo ruim dos picos, as otbtasas sugeridas, Delta Pak C18 e Vydac
218TP C18, poderiam ser usadas em substituicAcRotdi RP C18 para o fracionamento dos
peptideos tripticos da rHUEPO, uma vez que mostramsolucbes cromatograficas mais

satisfatorias dos picos e tempos de corrida men@fggiras 4.27 a 4.29 e Tabela 4.14).
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Ademais, estas colunas também apresentaram bape@rsio entre os tempos de retencao de um
mesmo pico em corridas distintas (Tabelas 4.1518)4Estudos adicionais de otimizacdo de
gradiente para essas colunas de fase reversa maidaitos com a finalidade de diminuir ainda
mais o tempo de andlise dos peptideos tripticasldBPO. No entanto, mesmo considerando a
corrida cromatografica mais demorada, 58 minutas aocoluna Hi-Pore RP C18, o tempo de

duracao foi reduzido em 1 hora e 42 minutos ent@ela que é empregada no CIM.

5.4 - Andlise dos peptideos tripticos da rHUEPO pagspectrometria de massa

A analise por espectrometria de massa das quamoigais fracbes cromatograficas,
oriundas da cromatografia de fase reversa do Isdd de rHUEPO, identificou seis fragmentos
peptidicos cujas massas moleculares estdo rela@snaom peptideos tripticos teoricos desta
glicoproteina (Figuras 4.30 a 4.35 e Tabela 4.2D).peptideo EAISPPDAASAAPLR,
identificado no espectro de massa da fracéo rateess picos 6+7+8, € o0 menos hidrofobico dos
seis peptideos observados, pois se trata de uopgptideo com um sitio de O-glicosilagdo no
segundo residuo de serina (S) (Lai et al., 198@&;i €hal., 1996). Devido a isto, este peptideo
eluiu antes dos demais na cromatografica de fas¥s@ Ademais, a baixa resolucdo entre os
picos 6 e 7 e a presenca de ombros sdo mais urioimth presenca de glicopeptideo que
apresenta microheterogeneidade glicidica. A obgé@ovada massa exclusiva da cadeia
polipeptidica do referido peptideo no espectro @ssa sugere que houve a retirada total da
porcao glicidica durante o processo de ionizacdmé@ez et al., 2010). Os outros fragmentos
peptidicos encontrados ndo possuem cadeia glicddacardem de eluicdo na cromatografia de
fase reversa foi condizente com o teor de residudofobicos (Tabela 4.20). O peptideo
MEVGQQAVEVWQGLALLSEAVLR é o maior peptideo tripticda rHUEPO, em numero de
aminoacidos, que ndo possui cadeia glicidica (Lail.e 1986; Choi et al., 1996), portanto é o
mais hidrofébico, confirmado pela sua observacadragio cromatografica referente ao pico
mais adsorvido na fase reversa (pico 12). Os teggrientos peptidicos identificados na fragdo
dos picos 10+11 (SLTTLLR, VYSNFLR e VNFYAWK) sdonslares em tamanho e em
composi¢cao de aminoacidos, e por isso, eluirano$umtl proxXimos.

Através do programdascot Search Resulta identidade dos fragmentos peptidicos
analisados foi confirmada como EPO humana (Anexoldgitimando a metodologia de

mapeamento peptidico desenvolvida nesta dissertagédo
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5.5 - Especificidade da metodologia desenvolvida

A especificidade é o Unico parametro de validac&igido, pela resolugdo RE°n
899/2003, para o tipo de método analitico a queepee a técnica desenvolvida de mapeamento
peptidico: Teste de ldentificacdo (Categoria IV3teEresolucdo descreve que, para a andlise
gualitativa (teste de identificacdo), especificielaa capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto em presenca de outros cemtgsncom estruturas relacionadas que
podem estar presentes na amostra (Brasil, 2008unSe a RE h899/2003, essa capacidade
deve ser confirmada pela obtencdo de resultaddsvpssem amostras contendo 0 composto
alvo e de resultados negativos obtidos com amogtrashdo contém o composto alvo, mas sim
compostos estruturalmente semelhantes.

Para atender esse requisito, avaliamos a metodotmgn um branco do hidrolisado da
rHUEPO e com um hidrolisado de quimotripsinogéniddApadrédo de quimotripsinogénio A foi
selecionado como um composto estruturalmente samtellao biofarmaco analisado, devido ao
fato de ser o padréo protéico, dentre os dispm)ivgie apresentou o niumero de residuos de
arginina e lisina mais proximo ao da rHUEPO. Ddssma, o0 nimero de peptideos a serem
gerados na hidrélise triptica é semelhante, de dacarom o programa PeptideCufter
(quimotripsinogénio A -19 peptideos; rHUEPO - 2ptfoeo0s).

O perfil cromatografico em HPLC-RP-C18 do brancohitdrdlise (Figura 4.36) e do
hidrolisado do quimotripsinogénio A (Figura 4.3/ germelho) foram distintos em relacédo ao
perfil peptidico do hidrolisado da rHUEPO (Figuré37%4 em azul), corroborando que a
metodologia de mapeamento peptidico desenvolvasgpécifica para a rHUEPO.

Tendo sido demonstrada sua especificidade, a mletpdopara obtencdo do mapa
peptidico da rHUEPO, conforme o procedimento mdsetmao fluxograma do Anexo I, foi
considerada apta para ser empregada como ensamnttole em processos da producéo deste
biofarmaco em Bio-Manguinhos.
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6- CONCLUSOES

e A amostra de rHUEPO fornecida pelo CIM mostrou unmmogeneidade protéica
adequada por critérios eletroforéticos e cromafmgs, possibilitando a realizacao do estudo de
mapeamento peptidico para essa glicoproteina.

» Considerando-se a acao hidrolitica observada, céefia do processo e o custo das
enzimas envolvidas (tripsina, endoproteinase Argdéhdoproteinase Lys-C), a tripsina mostrou-
se mais vantajosa.

» As condi¢Bes de hidrdlise triptica da rHUEPO, por;, Estabelecidas nesta dissertacéo (1
hora de hidrolise com relacdo tripsina/rHUEPO dBO1p/p) apresentou uma vantagem
significativa em relacdo aquelas usadas no CIM, immacao de tempo em, pelo menos, 2 horas.

* As colunas cromatogréaficas de fase reversa Hi-R&¥e818, Vydac 218TP C18 e Delta
Pak C18 mostraram-se apropriadas para o fraciortarpeptidico desejado, e apresentaram uma
diminuicdo no tempo de corrida cromatogréafica delo pmenos, 1 hora e 42 minutos em
comparacao aquela realizada no CIM.

* Objetivando sua aplicacdo no controle em processopebducdo da rHUEPO, a
especificidade da metodologia desenvolvida foi cawvgda, através do confronto do perfil
peptidico da glicoproteina (resultados positivas)relacdo ao perfil do branco e do hidrolisado
do quimotripsinogénio A (resultados negativos), egomeconiza a RE°r899/2003 da Anvisa
(Brasil, 2003).
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ANEXOS

ANEXO I: Resultado ddMascot MS/MS lon Search

{;’.H’_AT{HX}
SCIENCES Mascot Search Results

Database : SwissProt 2011_08 (531473 sequenc es; 188463640 residues)
Protein hits : EPO_HUM/# Erythropoietin OS=Honb sapi ens GN=EPO PE=1 SV=1
Query = Observed Mr(expt) Mr(calc) Delta |Miss Score Expect |Rank Unique Peptide
8 924.4991 923.4918 923.4713 | 0.0206 0 45 1 0.0049 1 u R.TITADTFR.K
10 927.4797 926.4724 926.4650 | 0.0074 0 23 0.66 1 u K.VNFYAWK.R
47 1465.7645 1464.7572 1464.7572 | 0.0000 0 51 0.0021 1 U K.EAISPPDAASA

APLR.T

Top scoring peptide matches to query 8

Label : Pico 9, Spot_ld: 22329, Peak_List_Id: 24802, MSMS Job_Run_Id: 10471,
Conment :

Score greater than 33 indi cates honol ogy

Score greater than 34 indicates identity

Score Expect Delta Hit Protein Peptide

45.0 0. 0049 0. 0206 1 EPO_HUMAN R. TI TADTFR. K
18.0 2.5 0.0713 K. CMSTDVI R K
12.1 9.7 0. 0383 K. LTEGVCFR. N
11.6 11 -0.0158 K. TI VTSFTR. L
11.1 12 0.0318 R DVTDVTFK. R
10. 8 13 0.1176 R ACCHSTFR. G
10.6 14 - 0. 0059 K. W/HDLVR. S

10.0 16 0. 0569 K. EDGTVTFR. G
10.0 16 0. 0417 K. LWDSTFR. S

10.0 16 0. 0206 R STALETFR. N

Top scoring peptide matches to query 10

Label : Picos 10+11, Spot Id: 22325, Peak_ List_Id: 24798, MSMS Job_Run_Id:
10471, Conmment :

Score greater than 27 indicates honol ogy

Score greater than 34 indicates identity

Score Expect Delta Hit Protein Peptide

23. 3 0. 66 0. 0074 1 EPO HUMAN K. VNFYAWK. R
13. 4 6. 4 0.0518 K. EHGAEAASR. L
12.6 7.7 0.0114 K. FFGVGSASR |
12.6 7.7 0. 0808 R. YGAMDGGTR R
11.8 9.3 -0.0825 R. SPLLLAASR S
11.5 9.8 0.0193 - . MAASAVSYK. E
11. 3 10 0. 0444 R TMQYQTR. D
10. 8 12 -0.1076 K. | LLALAEGK. |
10. 8 12 0.0478 R. HGVDDAVK. D
10.5 13 0.1276 K. NCDMMWK. Q




Top scoring peptide matches to query 47

Label : Picos 6+7+8, Spot Id: 22325, Peak_ List_Id: 24720, MsMS Job_Run_Id:
10471, Conmment :

Score greater than 32 indicates honol ogy

Score greater than 37 indicates identity

Score Expect Delta Hit Protein Peptide

50.7 0. 0021 0. 0000 1 EPO_HUMAN K. EAl SPPDAASAAPLR. T
15.9 6.4 -0. 0516 M EHFLLEVAAAPLR. L
10. 3 24 -0. 1204 M ASPVAI AAQAGKLLR. E
10.1 25 0. 0364 K. ELTGFDI GNGSI SR. E
7.2 48 -0. 0153 K. EDVRFVFTSPI R S
7.2 48 -0.0728 K. EPKEQ | SVGPI R R
6.9 52 0.1334 R. SGQQVLGAGDGECCR. E
6.7 54 0.1368 K. SDSGHYHCSG FR. S
6.2 61 -0. 0339 K. EKKPAVGVFGVFR. Y
5.8 66 0.1123 R. AMSGPRLASCSDDR. T

Search Parameters

Type of search : MS/MS lon Search
Enzyme : Trypsin

Mass values : Monoisotopic
Protein Mass : Unrestricted

Peptide Mass Tolerance : + 0.6 Da
Fragment Mass Tolerance: + 0.3 Da
Max Missed Cleavages : 1

Instrument type : MALDI-TOF-TOF




ANEXO II: Fluxograma para obtencédo do mapa peptide rHUEPO.

IFA de rHUEPO

Dessalinizacdo por cromatografia de
excluséo e peneiracdo molecular.

rHUEPO dessalinizada"

Aliguotas com 50ug de rHUEPO
secas a vacuo.

rHUEPO seca

Ressolubilizagdo com 50uL do tampéo de
hidrolise (Tris-HCI 200mM pH 8,5)

Solucéo de rHUEPQ
1,0 ma/ml

Hidrdlise Triptica: adigdo 5uL solucéo de
tripsina 0,2 mg/mL (relacao tripsina/rfHUEPO
= 1/50) e incubac&o de 1 hora 37

rHUEPO

hidrolisada|

Fracionamento dos peptideos tripticos por
HPLC-RP-C18.

Mapa Peptidico da rHUEP(
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