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RESUMO

A hepatite C emergiu nas ultimas décadas como uma das mais importantes
causas de doenca hepatica cronica constituindo, atualmente, a principal
indicacao para transplante hepéatico. Sua transmissao pode ser feita pelo sangue
infectado, por via sexual ou vertical (perinatal) e apresenta-se geralmente de
forma assintomatica. A verdadeira prevaléncia desta doenca no mundo néao é
totalmente esclarecida e seu tratamento tem como obijetivo inibir a replicacao do
acido ribonucleico (RNA) viral de modo a controlar a doenca hepatica, evitando
assim a progressao da infeccdo aguda para a cronica. O primeiro tratamento
contra a hepatite C baseia-se no uso da alfainterferona, com eficacia atribuida
as suas propriedades antivirais e imunomoduladoras, associada a ribavarina.
Porém, esta citocina apresenta problemas que sao intrinsecos das proteinas
terapéuticas tais como: meia vida sanguinea curta, elevada imunogenicidade e
elevada degradacdo. Para minimizar estes problemas, a alfainterferona passou
por um aperfeicoamento, que consiste em conjugar esta citocina ao
polietilenoglicol (peguilacdo). Para este processo de peguilacao € utilizada uma
estrutura molecular polimérica com 48KDa, semelhante a um dendrimero com
quatro ramificacdes de monometoxi-polietilenoglicol (MPEG). Esta conjugacéo
proporciona uma melhora na farmacocinética da molécula e na eficacia da
terapéutica. Outra vantagem obtida com este processo de conjugacdo € uma
menor injuria do paciente, ja que a alfapeginterferona € administrada apenas
uma vez por semana. Este trabalho teve por objetivo caracterizar os isbmeros
de posi¢do da nova molécula de alfapeginteferona que esta sendo desenvolvida
por Bio-Manguinhos em parceria com Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia, de Cuba. A identificacdo dos possiveis isbmeros de posi¢cédo é de
grande importancia, visto que o processo de conjugacao da proteina com o PEG
ativado pode ocorrer em diferentes aminoacidos, especificamente em
grupamentos €-amino das lisinas, podendo assim gerar até 11 isdmeros de
posicdo. Desta forma, de modo a identificar os possiveis sitios de peguilagéo,
foram realizados diversos métodos analiticos tais como: cromatrografia por
trocaionica (IEX-HPLC), concentracdo e diafiltracdo, eletroforese em gel de
gradiente de poliacrilamida (SDS-PAGE), avaliacao da atividade biolégica com
células HEp, digestdo enzimatica (Lys-c e tripsina) e espectroscopia de massas
(MALDI-TOF e SYNAPT UPLC ESIQTOF). Com isso, foi possivel isolar trés
fracGes majoritarias com caracteristicas de proteina, as quais possuem atividade
bioldgica, onde a 12 e 32 fracOes estado dentro dos parametros de especificacdo
estabelecidos, contudo a 22 fracdo obtida possui atividade biologica reduzida o
que pode ser justificavel, pela diferenca entre os locais de peguilacdo da
molécula. Através da analise de espectrometria de massas foi possivel confirmar
a massa molar da proteina intacta (IFN-a) e do composto conjugado (IFN-PEG)
de aproximadamente 19,2KDa e 66,1KDa, respectivamente. Porém, para a
identificacdo dos sitios de peguilacao foi observado que a metodologia proposta
neste estudo nado foi capaz de obter resultados conclusivos, sendo necessario
realizar estudos complementares.



