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RESUMO

Na década de 70, o advento da tecnologia DNA recombinante e veio a
impactar a producdo de proteinas e peptideos de interesse farmacéutico. A
possibilidade de introducdo de genes que codificam proteinas em bactérias foi o
inicio de uma nova era nas ciéncias farmacéuticas. Proteinas enddgenas, de dificil
obtencéo, cultivadas em linhagens celulares adequadas, foram produzidas em
guantidade e com caracteristicas que favoreciam a atividade biolégica desejada e
a pureza necessaria que garantia o uso terapéutico.

O desenvolvimento da biologia molecular e avancos tecnologicos
ampliaram o conhecimento sobre estrutura das proteinas, levando a grande
producédo de novos biomedicamentos, com especial énfase na implementacéo de
técnicas adequadas ao estudo destes novos produtos.

A necessidade do controle de qualidade dos biomedicamentos recombinantes, fez
com que os Orgaos regulatorios estipulassem monografias com parametros que
garantissem a eficacia e seguranca do uso.

Metodologias analiticas utilizadas para medicamentos sintéticos, foram
ajustadas ao uso das complexas proteinas, como os métodos espectroscopicos,
cromatogréficos e eletroforéticos, buscando caracterizar a identidade da proteina.
Farmacopéias internacionais, como a americana e européia definem em
monografia de produtos de origem DNA recombinante todos os aspectos que
devem ser controlados, desde a manipulacdo genética em que se garanta a
identidade da proteina a ser produzida, até o bulk. As formulac¢des finais, em que
sao adicionados os excipientes ndo sdo contempladas.

No Brasil, 0 INCQS, 6rgao de controle, as analises séo realizadas seguindo
parametros oficiais, quando estes ndo existem, sdo acatadas as especificacdes
dos produtores. Devido a grande diversidade de produtos DNA recombinantes e

ao mesmo tempo, cada produto ter um perfil Gnico, € necessario a existéncia de
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normas oficiais que contemplem o uso de metodologias cuja sensibilidade seja
adequada para garantir a identidade, e acessibilidade de obtencdo e manutencéo.

E objetivo deste trabalho, a inclusdo de proposta de monografia dos
produtos biotecnoldgicos na Farmacopéia Brasileira, que contemple a
caracterizacdo molecular, quantificagdo do teor, com definicAo dos ensaios a

serem realizados considerando as especificidades de cada biomedicamento.

Palavras-chave : Biomedicamentos 1, controle de qualidade 2, proteinas

recombinantes terapéuticas 3.
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ABSTRACT

In the seventies, the development of recombinant DNA technology caused a
great impact on the production of proteins and peptides for pharmaceutical use.
Since that time these molecules could be produced in large amounts with high
purity.

More knowledge about proteins was also acquired, especially on three-
dimensional structure and analytical techniques for sequence analysis and purity
determination.

New products needed new regulatory definitions. National authorities from
USA and European Union countries and pharmacopoeias determined rigid
parameters for the production of some of these medicines in order to establish their
efficacy and safety. All the aspects must be controlled, from the protein genetic
manipulation, with the guarantee of its identity, to the bulk preparation. In many
drugs there is no official monograph for final product.

INCQS, the Brazilian Official Quality Control Laboratory, follows the
pharmacopoeia requirements. Brazilian Pharmacopoeia has monographs only for
insulin and somatropin. However, for products that do not have these
specifications, INCQS follows those used by the manufacturers.

In this monograph, we aimed at reviewing the scientific literature on protein
analysis and comparing it to the different official recommendations for
biopharmaceuticals. This will enable us to propose, to the Brazilian

Pharmacopoeia, changes and suggestions for monographs of new products.

Key words : 1-biopharmaceuticals, 2-quality control, 3- therapeutical

recombinant proteins.
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1 - INTRODUCAO

1.1 — Aspectos Gerais

A industria farmacéutica desde o fim do século XIX fabrica produtos
biotecnologicos. Inicialmente foram produzidos soros hiperimunes, preparados
pela inoculacdo em cavalos de toxinas bacterianas, e vacinas preparadas pela
inativacdo de microorganismos. No inicio do século XX, foi descrito o primeiro
tratamento bem sucedido para pacientes diabéticos com insulina de origem
animal. JA na década de 50, pesquisas comecaram a ser desenvolvidas, no
sentido de isolar, caracterizar e produzir, proteinas enddégenas humanas, que
apresentassem atividade terapéutica. Tais pesquisas tiveram como proteinas
precursoras, a insulina, seguida de fatores de crescimento, interferons,
interleucinas, eritropoetina e fatores neurotrépicos (WALSH, 2003).

Desde esta época, o tratamento era limitado pelas respostas imunoldgicas
as moléculas de proteinas heterélogas, contaminacdo por outras proteinas
derivadas de fontes naturais complexas, dificuldades de obtencdo de quantidades
apreciaveis e a baixo custo de produtos de origem humana e animal. Estes fatores
levavam a producdo de medicamentos ora com propriedade bioldgica presente e a
poténcia necessaria, ora ausentes, gerando lotes ndo uniformes. Nesta época,
foram desenvolvidos os bioensaios, que comprovavam a presenca da atividade
biolégica e poténcia adequada. No entanto, 0 aspecto da caracterizagdo fisico-
guimica ainda ndo dispunha de tecnologia desenvolvida, para obtencdo de
moléculas puras e devidamente caracterizadas (BIOLOGICAL Standartization,
1997).

Na década de 70, o advento da tecnologia DNA recombinante e a
tecnologia do anticorpo monoclonal vieram a impactar a produgéo de proteinas e
peptideos de interesse farmacéutico. A possibilidade de introducdo de genes que
codificam proteinas de interesse farmacéutico em bactérias foi o inicio de uma
nova era nas ciéncias farmacéuticas. (DAL MONTE; ROUAN; BAM, 2002)



A introducdo dessa nova tecnologia levou a superacao dos seguintes problemas:

» Aumento da disponibilidade da proteina com producdo na quantidade
desejada.

» Reducao do risco de contaminacdo por agentes patolégicos como virus e
prions.

» Possibilidade de produzir novas proteinas terapéuticas, com mudancas
como a insercao, delecdo, alteracdo de um simples residuo de aminoacido
ou substituicdo/delecdo de um dominio inteiro. Esses produtos com
sequéncias inéditas podem apresentar vantagem sobre os produtos com a
sequéncia natural. (WALSH, 2003)

Esses fatores associados aos implementos de infra-estrutura tecnoldgica

desenvolvidos fizeram com que a partir da década de 80, varios biomedicamentos

fossem colocados no mercado, como os apresentados na tabela abaixo:

Tabela 1.1 Exemplos de medicamentos de uso clinico nos EUA, produzidos por
esta nova tecnologia:

"PRODUTO  CATEGORIA  USOTERAPEUTICO  USO CLINICO (EUA)
Insulina Horménio Diabetes 1982
Horménio de Crescimento Horménio Nanismo 1985
Interferon- a Citocina Terapia do cancer 1986
Interferon- B Citocina Terapia do cancer 1994
Interferon- y Citocina Terapia do cancer 1990
Eritropoetina Citocina Anemia 1989
Ativador de Plasminogénio Antitrombogénico Infarto do miocérdio 1987
Fator VIII Fator de Coagulagdo Hemofilia A 1989
DNase | Enzima Fibrose cistica 1994
Glucocerobrosidase Enzima Doenca de Gaucher 1994
Vacina subunidade Hepatite B Vacina Prevencdo da he patite 1988

FROKJAER, HOVGAARD 2000.



1.2 — ETAPAS DE PRODUCAO DE BIOMEDICAMENTOS

Para a producdo de um biomedicamento moderno, algumas etapas sao

necessarias. Essas etapas serdo brevemente discutidas a seguir:

1% Manipulacdo Genética: Esta manipulagdo tem inicio com o preparo do

plasmideo contendo o gene da proteina de interesse. Além disso, varios genes
promotores podem ser utilizados para aumentar a producdo da proteina de
interesse e marcas de selecao diferentes podem ser tentadas.

Os plasmideos sdo pequenos segmentos simples extracromossomiais circulares
de DNA bacteriano isolados e auto-replicadores.

A tecnologia de manipulagdo genética béasica envolve clivagem enzimatica
especifica de um plasmideo usando endonuclease de restricdo, seguida pela
insercdo de um novo pedaco de DNA que contém o gene de interesse. O
plasmideo recombinante € introduzido no organismo hospedeiro pelo processo
chamado de transfec¢éo, onde ele passa a nova informagéo genética resultando
na producado do produto protéico desejado. O plasmideo tem que ser inserido na
célula utilizando um processo de eletroporacdo, gene gun, entre outros. As marcas
de selecdo ajudam a "purificar" a linhagem que captou o plasmideo e 0 expressa
com estabilidade (ALBERTS, 1997). O esquema de manipulacdo genético €

apresentado na figura 1.1.
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Figura 1.1 : Esquema de transfecgdo (KOOLMAN; ROHM, 2005).

2% Estabelecimento da linhagem celular: A escolha do sistema de expressdo

celular deve considerar caracteristicas proprias de cada um e a especificidade do

produto recombinante que se deseja obter, apresentadas na tabela abaixo:

Tabela 1.2: Caracteristicas dos principais sistemas de expresséo de proteinas:

Caracteristicas Bactéria Levedura Mamifero Inseto
Protedlise Talvez Talvez Sim Sim
Glicosilagéo Nao Sim Sim Sim
Secre¢do para 0 meio extra Talvez Sim Sim Sim
celular

Estrutura Tridimensional Talvez Talvez Sim Sim
Fosforilacao N&o Sim Sim Sim
Acilacé@o do N terminal N&o Sim Sim Sim
Amidacgédo do C terminal N&o N&o Sim Sim
% Rendimento (peso seco) 1-5 1 <1 30

(DERTZBAUGH, 1998).

Pode-se verificar que por suas diferentes caracteristicas bioquimicas cada sistema
processa os produtos de translacdo de uma maneira diferente. A necessidade de
uma determinada modificacdo para a atividade farmacolégica do produto
determina a escolha do sistema (BHOPALE; NANDA, 2005). Na tabela 1.2, &

possivel observar a auséncia de protedlise em sistemas do tipo bactéria e



levedura. Por outro lado a protedlise pode ser encontrada em sistemas do tipo
células de mamifero e insetos. Desta forma, se o produto de interesse apresentar
caracteristicas relativas a presenca de atividade proteolitica, se faz necessario
escolher o sistema adequado de recombinacgéo, capaz de gerar produtos com esta
propriedade.

Os sistemas de expressdo mais utilizados sdo a Escherichia coli, (BANEYX;
MUJACIC, 2004) leveduras (CREGG; CEREGHINO, 2000) ou linhagens de
células de mamiferos.(WURM, 2004). Em animais a proteina de interesse

terapéutico é expressa para a secrecdo pelas glandulas mamarias, embora

existam outros sistemas de expressao disponiveis, como mostrados na tabela 1.3.

Tabela 1.3: Sistemas de expressdo que sdo ou podem ser utilizados para a
producéo de biomedicamentos recombinante

E. coli (e sistemas procariéticos adicionais, em geral Bacilli)
Levedura (particularmente Saccharomyces cerevisae)

Fungos (particularmente Aspergillus)

Cultura celular animal (particularmente linhas celulares CHO e BHK)
Animais transgénicos (bode e carneiro)

Sistemas de expressao baseados em plantas (varios)

Sistemas de cultura celular de insetos

(WALSH, 2003)

De todas as possiveis modificacdes, a glicosilacdo € a mais importante. Em
células de mamiferos, varias proteinas sdo glicosiladas. Isso significa que apds a
biossintese das cadeias polipeptidicas, aglcares séo ligados a sua estrutura, em
determinados aminoacidos. Essa ligacao pode ser através de residuos de serina
ou treonina (O glicosilacdo) ou de asparagina (N glicosilagédo). De uma forma
geral, ndo apenas um acucar é ligado ao aminoacido, mas varios, formando
oligossacarideos (oligos). Esses grupos podem ser classificados como ricos em
manose (quando predomina este monossacarideo), complexos (tem varios

monossacarideos diferentes) e mistos, que tém caracteristicas de ambos. Estes



oligos modificam de véarias maneiras as propriedades de proteinas. Vérias funcdes
ja foram identificadas e séo relacionadas abaixo: (GERNGROSS, 2004)

» Clearance plasmatica: A influéncia das cadeias de oligossacarideos nas
propriedades farmacocinéticas de glicoproteinas é muito grande. O tempo
de meia-vida no plasma varia de acordo com a estrutura do oligo, sendo
gue oligos terminados em acido sialico tem um tempo de meia vida maior
do que os terminados em galactose e manose. A explicacéo para tal fato é
gue receptores nos hepatdcitos reconhecem a galactose e a manose, mas
ndo reconhecem o acido siélico. Aléem disso, os oligos dificultam a acdo de

proteases sobre as GP.

> Antigenicidade: Anticorpos podem reconhecer somente a por¢cao oligos de
GP. Por outro lado, os oligos podem também diminuir o carater antigénico
de GP, por bloquear epitopos relevantes e interferir na conformacdo da
cadeia polipeptidica.

> Atividade especifica: Em algumas GP, a porcéao oligo participa da interacédo
com o receptor, sendo, portanto essencial para sua atividade biolégica.

> Estabilidade térmica: As cadeias de oligos aumentam a estabilidade de GP

frente ao calor, inibindo processo de agregacéao.

Devido a essas caracteristicas, GP tem que ser produzidas em células de
mamiferos ou em animais transgénicos. Plantas e leveduras ndo devem ser
utilizadas porque as estruturas de oligossacarideos que elas introduzem sdo muito
diferentes dos oligossacarideos de GP de mamiferos.

Uma vez estabelecida uma linhagem celular, essa deve ser guardada em um
banco de células primario ou master. Essas células sdo o cerne do processo, e
devem ter sua identidade e estabilidade garantidas. As empresas mantém um
banco de trabalho secundario, de onde serdo coletadas células que serdo

cultivadas em larga escala na etapa 3.



3% Cultivo em larga escala das células: Nessa etapa os equipamentos, condicbes

operacionais e meios de cultura necessitam de otimizagdo (NARHI;
NORDSTROM, 2004). A manipulacdo de bactérias e leveduras tém menor nivel
de exigéncia quanto aos meios de cultura e equipamentos. Utilizam fontes baratas
de nitrogénio (como sais de NH; e uréia) e crescem de forma rapida.
Fermentadores com sistemas de agitacdo podem ser utilizados, pois
microorganismos tém grande resisténcia mecanica. As células de mamiferos sdo
muito mais exigentes, precisam de meios ricos em aminoacidos, proteinas e
vitaminas. Atualmente esta em processo de otimizacdo meios absolutamente
livres de proteinas de origem animal para reduzir o risco de encefalite
espongiforme bovina (BSE). Células de mamiferos ndo tém resisténcia mecanica
(ndo tem parede celular) e precisam crescer aderidas a superficies. Os sistemas
mais utilizados sdo a base de fibra oca, polimero sintético formadores de
membranas de alta porosidade e superficie de contato. Alteragcdes de pH,
concentragdo de O, e de NH;" durante o processo podem comprometer o
rendimento/qualidade de producdo do biomedicamento (BRASS; KRUMMEN;
MOLL-KAUFMANN, 1996).

4® Purificacdo: Essa etapa € relevante no custo do processo e essencial para a

gualidade do biomedicamento. S&o utilizadas as técnicas classicas de
cromatografia de proteinas, como troca idnica, afinidade e filtracdo molecular, s6
gue em escala preparativa. Alem da cromatografia, outras técnicas também séo
usadas, como centrifugacdo, diafiltracdo e precipitagcdo. Ao final dessa etapa
obtém-se o produto acabado a granel (DYIR; SUTTNAR, 1997).

5% Formulacdo final: O produto acabado a granel é formulado com excipientes,

envasado, rotulado e acondicionado em sua embalagem secundaria. Essa etapa
pode envolver um processo de liofilizacdo para aumentar a estabilidade do

produto.



1.3 — Biomedicamentos e o mercado brasileiro

Como em outras areas da industria farmacéutica, o Brasil esta defasado no
gue refere-se a producdo, em biomedicamentos. A partir de 1982, deu-se 0 inicio
da producéo propria de biomedicamentos no pais, na indastria Biobras, de Minas
Gerais, com a fabricacdo de Insulinas bovina, suina e mista. Até essa ocasiao,
havia apenas produtos importados e distribuidos no mercado nacional. (PUPO,
1986)

Em 2000, a Biobras patenteou nos Estados Unidos da América, a Insulina
produzida por tecnologia DNA recombinante, em que o0s pesquisadores
modificaram geneticamente a bactéria Escherichia coli, tornando-a capaz de
produzir o hormoénio. Este processo permitiu fabricar a Insulina em apenas trinta
dias, sendo o primeiro processo nacional para a producédo de biomedicamentos. A
Biobras foi uma das quatro indUstrias que obteve a patente internacional de
Insulina (PUPO, 1986). Os biomedicamentos produzidos e em desenvolvimento

no Brasil, sédo apresentados na tabela 1.4.

Tabela 1.4: Projetos de desenvolvimento de biomedicamentos no Brasil

Tipo Aplicacdo Produtor Estagio

Insulina humana recombinante  Diabetes Biobras/Novo Nordisk ~ Em producéo
Eritropoetina-a recombinante Anemia Instituto Butantan Em desenvolvimento
Anticorpos Monoclonais Imunoterapia  FK Biotecnologia Em desenvolvimento

(FERRER et al., 2004).

Apesar do pequeno numero de projetos em desenvolvimento, ha varios
biomedicamentos disponiveis no mercado nacional. Na tabela 1.5 pode-se
verificar os principais produtos que s&do comercializados no Brasil, com suas
empresas responsaveis. As empresas transnacionais distribuem no pais produtos
importados de suas matrizes. As empresas nacionais representam laboratorios da

Asia e Europa oriental na distribuico desses produtos no pais.



Tabela 1.5: Principais biomedicamentos comercializados no Brasil

Principal apresentacéo e

Etapa do processo que

Tipo o Produtores ) )
excipientes realiza no Brasil*
) Solucdo isotbnica com ) )
Insulina humana i Novo Nordisk, Sanofi-
) 1,5-3 mg/frasco. Contém . o 1,2,3,4e5
recombinante Aventis, Eli Lilly
fenol e meta cresol
Solu¢do isotdnica ou ] L
o Blausiegel, Biossintética,
) ) liéfilo com 20-100 )
Eritropoetina humana Quim. Farm, Bergamo,
) pg/frasco. Contem Soro ] 5
recombinante ) Eurofarma, Roche, Fiocruz
albumina humana como
o Johnson & Johnson
excipiente.
Solugdo isotbnica ou
) liofilo com 20-100 | Abbott, EMS, Natures,
Anticorpos )
) ug/frasco. Contem Soro | Bergamo, Sigma, Allegan, -
Monoclonais ) )
albumina humana como | Novartis, Mantecorp, Roche
excipiente.
Solugdo isotbnica ou
liofilo com 20-100 | Silvestre, FIOCRUZ, Zodiac,
Interferon  humano ]
) pg/frasco. Contem Soro | Blausiegel, Mantecorp, | 5
recombinante )
albumina humana como | Bergamo
excipiente.
Solugdo isotdnica ou
liéfilo com 20-100
Interferon  humano
) pg/frasco. Contem Soro | Serono, Eurofarma 5
recombinante )
albumina humana como
excipiente.
Solugdo isotdnica ou
liéfilo com 20-100
t-PA humano )
) pg/frasco. Contem Soro | Boehringer -
recombinante )
albumina humana como
excipiente.
) li6filo com 2 mg/frasco. | Pfizer, Pharmacia Brasil,
Somatropina humana )
) Contem fenol como | Bergamo, Novo Nordisk, | 5
recombinante . o
excipiente. Serono, Eli Lily

(ANVISA, 2007) * refere-se a etapas de producado de biomedicamentos discutidas anteriormente.



1.3.1 - Programa de medicamentos excepcionais e Bio  medicamentos

Conforme discutido anteriormente, biomedicamentos s&o produtos de
tecnologia de ponta e essa caracteristica se reflete em seus precos, bastante
superior a da maioria dos produtos convencionais. Em 1992 o governo federal
criou o programa de medicamentos excepcionais, para garantir o fornecimento de
produtos de elevado valor agregado a populacéo.

Desde sua criacdo esse programa passou por varias fases. Recentemente
0 Ministério da Saude publicou a portaria n° 2577 de 27 de outubro de 2006
(SAUDE, 2006) que aprova o programa de Componente de medicamentos de
dispensacdo excepcional, como parte da Politica Nacional de Assisténcia
Farmacéutica do SUS. Estes medicamentos constituem o grupo 36 -—
Medicamentos da tabela descritiva do sistema de informacdo ambulatorial do SUS
(SAI/SUS). Conta com 92 drogas em sua relacdo, em varias apresentacdes, para
diversas patologias, como insuficiéncia renal cronica, hepatite viral B e C,
osteoporose, problemas de crescimento, doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson, doenca de Gaucher e Iimunossupressores para pacientes
transplantados, entre outras.

Do total de recursos aplicados pelo governo federal na assisténcia
farmacéutica, em 2006, (mais de R$ 4,2 bilhdes), um terco (R$ 1,4 bilhdo) é
investido no financiamento de medicamentos excepcionais, adquiridos e
distribuidos pelas secretarias de saude dos estados.

Do total de medicamentos, cerca de 20 sdo biomedicamentos, sendo que
eles representam um percentual relevante do custo total. Quatro medicamentos de
alto custo ou uso continuado: imiglucerase (indicado para o tratamento da doenca
de Gaucher), eritropoetina (para insuficiéncia renal cronica), interferon alfa (para
hepatite C) e imunoglobulina (para imunodeficiéncias). Para esses quatro
medicamentos, o investimento do governo federal é de R$ 500 milhdes por ano.
Esse valor demonstra a importancia econémica dos biomedicamentos dentro do
programa. Este programa prevé, que todo o processo de absor¢do de novas
tecnologias e medicamentos no SUS deve obedecer a relacdo “demanda X

eficacia X custos” como forma de abranger o maior nimero possivel de pacientes
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com a oferta de medicamentos comprovadamente eficazes e seguros e, ainda,
utilizar os recursos publicos em saude de forma responséavel. Essa preocupacao é
importante, pois um grande numero de novos biomedicamentos é lancado
anualmente. A incorporacdo direta desses produtos poderia elevar de forma
relevante os custos (SAUDE.2006). Seguindo a tendéncia de diminuicdo de
custos, o MS encarregou Bio-manguinhos, da producdo dos biomedicamentos
EPO e INF-a. Esses medicamentos foram desenvolvidos pelo Instituto de Biologia
Molecular de Cuba, que realiza as etapas de 1 a 4 do processo descrito
anteriormente, que sdo a manipulacdo genética, estabelecimento da linhagem
celular, cultivo em larga escala das células e a purificacdo. Atualmente no Brasil
sao realizadas as etapas de envase e rotulagem, embora a transferéncia de

tecnologia preveja a nacionalizagéo de todas as etapas no Brasil.

1.3.2 - Registro e avaliacdo de biomedicamentos no  pais

O registro de biomedicamentos no Brasil segue as determinagdes da RDC
n°.315, de 26 de outubro de 2005; onde estdo listados, entre outros produtos
Hemoderivados, alergenos, soros e vacinas. Os processos sdo conduzidos a
Geréncia Geral de Medicamentos (GGMed) que os encaminha a Unidade de
Produtos Biologicos e Hemoterapicos, setor especifico para a analise desses
produtos. (ANVISA,2007)

Essa resolucdo coloca como pré-requisitos para o registro de
biomedicamentos as caracteristicas inerentes ao seu processo de producdo. A
documentacdo técnica de cada uma das cinco etapas de producdo de um
biomedicamento deve ser encaminhada junto a documentacdo de trés lotes
iniciais de producéo.

As atribuicdes do INCQS dentro dessa RDC séo as seguintes:

» Laboratorio para realizar as analises laboratoriais para o registro, alteracao

ou revalidacéo de Produtos Bioldgicos terminados.
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» Avaliar a conformidade dos métodos analiticos utilizados pelos produtores
no processo de registro.

* Realizar a analise prévia desses produtos.

Além da participacdo no processo de registro, o INCQS participa de
programas de avaliacdo da qualidade de medicamentos disponiveis no mercado e
distribuidos pelo Sistema Unico de Salde, como o PROVEME (ANVISA), e o
Programa de Medicamentos Excepcionais (Secretaria de Atencdo a Saude -
SAS/MS). (MS/FIOCRUZ, 2007).

Embora estes programas sejam diferentes em relacdo aos gestores, séo
idénticos quanto a garantia para o consumidor ou requerente da analise, do perfil
do medicamento quanto a eficacia e seguranca de seu uso.

Para que seja alcancado este objetivo, € necessario que o INCQS, executor
da parte analitica do controle da qualidade destes produtos, esteja pari passu com
a mais recente tecnologia, a fim de assegurar a eficacia destes biomedicamentos.

No presente, o INCQS ja realiza alguns ensaios. Todos os resultados
experimentais mostrados ao longo desse trabalho foram realizados no Setor de
Imunobiolégicos, Departamento de Quimica do INCQS. Além dos ensaios que ja
sdo realizados, o Instituto também esta desenvolvendo e validando outras

metodologias, apresentadas nesta monografia.
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2 — Objetivos do trabalho

2.1 — Objetivo Geral

Analisar através de revisdo bibliografica sistematica, a dimenséao
metodoldgica de avaliacéo fisico-quimica de medicamentos obtidos por tecnologia
DNA-recombinante.

2.2 — Objetivos Especificos

» Especificar os principais métodos fisico-quimicos em uso para a

caracterizacdo de proteinas.

» Especificar os meétodos fisico-quimicos recomendados em monografias

farmacopeicas para a analise de biomedicamentos.

» Definir a abrangéncia dos métodos referidos nos itens acima; e identificar
0os métodos mais adequados para a verificacdo da qualidade de
biomedicamentos, obtidos a partir da comparacdo das metodologias

preconizadas nas Farmacopéias e literatura cientifica.

» A partir dessas comparacdes sera proposta uma base para iniciar a
discussdo de incorporacdo de novos biomedicamentos na Farmacopéia

Brasileira.
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3 — Metodologia

A metodologia para a obtencdo dos dados, buscando acumular o
conhecimento necessario ao embasamento tedrico deste trabalho, baseia-se em
pesquisa bibliografica,através da analise de literatura ja publicada, na forma de
livros, farmacopéias, compéndios oficiais, disponibilizadas na Internet, através de
banco de dados como o Portal.Periodicos.CAPES, Scifinder Scholar,
digitalizados, CD-ROM.
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4 — ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS E PRODUTOS BIOLOGICOS

4.1 — Historico

No controle da qualidade de medicamentos 0s parametros mais importantes
se referem a identidade e concentracdo do principio ativo, além da presenca de
impurezas. Em biomedicamentos ha mais complicadores que em medicamentos
sintéticos (SCHELLEKENS, 2004). Como ja foi dito anteriormente, biomoléculas
apresentam isoformas com efeitos farmacologicos distintos. A estrutura
tridimensional é complexa e sujeita a mudancas conformacionais que alteram a
atividade biologica.

Por esses motivos 0s ensaios tradicionais para o controle de
biomedicamentos envolvem o uso de animais de laboratério, observando-se uma
resposta especifica quanto a eficacia (poténcia) e seguranca (toxicidade). De um
modo geral, a analise fisico-quimica era restrita aos conservantes, pois a
irregularidade, caracteristica dos produtos biol6gicos aliados ao pequeno
desenvolvimento das técnicas analiticas, impossibilitava o uso de andlises fisico-
guimicas. Na tabela 4.1 observa-se que a evolucdo dos principais parametros de
avaliacdo acompanhou o desenvolvimento tecnoldgico tanto analitico quanto dos

processos de producéo.
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Tabela 4.1 Evolucéo da avaliagdo da insulina humana recombinante.

Farmacopéia

Método de obtengéo

Identificacdo

USPXXI NF16°*
1985

Farmacopéia

Européia, 32 ed;

1997.

Farmacopéia
Brasileira , 42 edicao,
parte Il, 1° fasciculo;
1996.

Modificacdo enzimatica do
pancreas suino ou de sintese
microbiana

Obtencéo, modificacao
enzimatica do pancreas suino
ou por método baseado na
tecnologia DNA recombinante;

Modificacdo enzimatica da
insulina do pancreas suino, ou
por sintese microbiana pela
tecnologia DNA recombinante.

Prova Biolégica
(comparacao de
efeito
hipoglicémico em
modelo animal)

CLAE-FR

Bio identidade

ensaio bioldgico

Teor

CLAE, com concordancia do
resultado da poténcia
cromatografica ndo diferir mais
do que 6% da poténcia
biolégica.

CLAE-FR

CLAE-FR

* Até a USP XX s6 havia monografia para insulina suina, bovina ou mista.

A introducdo de novos produtos recombinantes aumentou rapidamente a

partir do inicio da década de 90. Esse aumento do numero de biomedicamentos

ndo significou a incorporacdo automatica desses produtos a farmacopéias.

Atualmente, a farmacopéia Européia é o compéndio que possui 0 maior nimero

de biomedicamentos contemplados por suas monografias. O resumo das

monografias e compéndios esta apresentado na tabela 4.2.

Tabela 4.2: Biomedicamentos X Farmacopeéias

Farmaco

USP XXIX

EP 52 Ed

FB 43 Ed

Insulina

Somatropina

Produto final

Produto final

Interferon -

Eritropoetina -

Imiglucerase

Produto final

Produto final
Matéria prima
Matéria prima

Produto final

Produto final
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4.2 — PRINCIPAIS ENSAIOS FiSICO-QUIMICOS E PRODUTOS BIOLOGICOS

A complexidade estrutural de proteinas leva a necessidade do uso de um
grande numero de métodos diferentes para a caracterizagcdo desse tipo de
produtos. A seguir serdo discutidos os fundamentos da aplicagdo dos principais

meétodos para a analise de proteinas (LUYKX et al., 2005).

4.2.1 - Técnicas espectroscopicas

4.2.1.1 — Ultravioleta

A espectroscopia mede a transicdo eletrbnica entre diferentes niveis
energéticos de uma molécula acompanhada por absorcédo de luz ultravioleta ou
visivel (UV/Vis.)

Em proteinas, essas transicbes ocorrem em residuos de aminoéacidos
especificos e dao origem a trés intervalos de comprimentos de ondas (A) distintos:
comprimento de onda maior que 250nm € atribuido a cadeias laterais de
fenilalanina, tirosina, triptofano e cistina, com absor¢do maxima em torno de
280nm. As bandas de absor¢do que aparecem entre 250 e 210nm séo atribuido a
presenca de cadeias laterais aromaticas, e também a histidina, cistina, cisteina e
metionina. Finalmente, comprimento de onda em torno de 220nm também
apresenta absorcgéo resultante da transicao eletronica de ligacdes peptidicas.

A absorcdo de UV/Vis, obedece a Lei de Lambert-Beer, logo a
concentracdo de uma proteina purificada pode ser determinada se o coeficiente de
extingdo molar (e, ) a 280nm for conhecido. Se este coeficiente ndo estiver
disponivel, aplicam-se técnicas fotométricas tais como os métodos Lowry et al.,
Bradford, acido bicinchonico ou BSA, Biureto,em que todos utilizam um padrédo
protéico definido, usualmente Soro Albumina bovina.(FROKJAER, HOVGAARD,
2000).
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4.2.1.2 — Espalhamento de luz

Estruturas macromoleculares em solucdo podem desviar a luz incidente,
num fendmeno conhecido como espalhamento de luz. A medida da intensidade
desse espalhamento a baixo angulo em relacdo a fonte de luz é proporcional ao
peso molecular médio das espécies em solugcdo. Por esse motivo, tal técnica &
comumente utilizada na determinacdo de pesos moleculares médios de sistemas
polidispersos que apresentam pesos moleculares elevados, como de polimeros
sintéticos. Em quimica de proteinas essa técnica € empregada para a
determinacéo de peso molecular de varios tipos de complexos em solu¢cédo, como
a associacao de varias cadeias polipeptidicas, complexos antigeno anticorpo e na
analise de conjugados sintéticos como vacinas antibacterianas (CHIRINO; MIRE-

SLUIS, 2004).

4.2.1.3 - Fluorescéncia

Esta técnica mede basicamente a magnitude e comprimento de onda de luz
emitido devido a transicdes eletrbnicas do estado excitado S; para o estado
fundamental Sp de uma molécula. Proteinas emitem fluorescéncia na faixa de 300-
400nm devido a presenca de aminoacidos aromaticos triptofano e tirosina. As
mudancas no espectro de fluorescéncia de proteinas indicam modificacbes no
ambiente no qual encontram-se as cadeias laterais desses aminoacidos.
(FROKJAER, HOVGAARD, 2000). Desta forma, €& possivel utilizar a
espectroscopia de fluorescéncia para avaliar a estrutura terciaria de proteinas
recombinantes. Esta avaliacdo se faz necessaria ja que a manutencdo da
conformacgéo protéica é fundamental para a atividade da mesma. Além disso, a
fluorescéncia é uma técnica bastante sensivel, o que facilita a deteccdo de
agregados insoluveis de proteinas resultantes de processos de desnaturacao.
Como a concentracdo das proteinas recombinantes nas formulagbes é da ordem
de microgramas, a sensibilidade acaba se tornando um dos fatores determinantes

na escolha da metodologia de controle a ser empregada.
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Finalmente, outro fator que deve ser levado em consideragdo € a natureza
da metodologia empregada, no que se refere ao reaproveitamento do material. A
espectroscopia de fluorescéncia € um meétodo ndo destrutivo, o que torna possivel
reutilizar a mesma preparacao protéica para outros ensaios de caracterizagéo. Isto
€ um fator importante ja que a quantidade, em massa, destes biomedimentos
presentes nas formulaces é pequena e o numero de ensaios a serem realizados
no controle de qualidade é relativamente grande.

Para exemplificar a evidéncia de modificagbes ocorridas na proteina apos a

utilizacdo da técnica de fluorescéncia observemos a figura 4.1.

- 340 nm — emissao

trptofano
100,
340nm — emissép trptofano
apos desnaturagao s, /A\
: :: 400
50, \
~W“\‘V\/\ 200,

0, 1,
20,0 00,0 50,0 4,0 4500 280,10 00,0 3600 400,0 450,10
Yavelength (mn) Wavelength (nn)

Figura 4.1: Fluorescéncia de uma amostra de eritropoetina humana recombinante & esquerda amostra
desnaturada. A direita amostra nativa. O deslocamento deve-se a maior exposi¢ao dos residuos de triptofano.
(CONCEICAO, 2003).

4.2.1.4 — Dicroismo circular

A técnica de dicroismo circular (DC) é utilizada em controle de qualidade de
biomedicamentos como uma ferramenta importante para a avaliacdo de elementos
da estrutura secundaria de proteinas. Desta forma é possivel utilizar o DC, tanto
para avaliar a presenca de alfa-hélice, folhas beta pregueadas e elementos
randémicos, assim como para quantifica-los em uma estrutura protéica.

A identificacdo e a quantificacdo destes elementos se faz importante, pois as

perdas de elementos da estrutura secundéaria constituem um indicativo de que o
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biomedicamento também apresenta perdas na estrutura terciaria e estas perdas
podem levar a reducéo total ou parcial da atividade do mesmo.

A ordenagdo de estrutura secundaria das proteinas € inerentemente
assimeétrica, gerando moléculas opticamente ativas que interagem com a luz
circular polarizada e provocam alteracdo da luz incidente.

A técnica de DC detecta essa alteracdo através da medida da diferenca da
absorcdo da luz circularmente polarizada a direita e & esquerda apds passar
através da amostra. A informacé&o obtida pelo DC é a elipticidade ().

Desta forma, o espectro de DC é obtido, plotando-se 6 contra comprimento
de onda, e sua forma é dependente do elemento e de seu conteddo presente na
estrutura secundaria. Sendo assim, € possivel verificar as proporces de hélices,
estruturas B3, alcas e estrutura aleatéria (XIE; SCHOWEN, 1999). As perdas de
elementos da estrutura secundaria de proteinas sdo avaliadas por DC a partir do
deslocamento de bandas especificas para cada elemento anteriormente
mencionado. Por exemplo, sabe-se que proteinas formadas basicamente por alfa-
hélice apresentam uma banda negativa em torno de 208 nm com intensidade
maior e outra banda negativa em torno de 218 nm com intensidade menor, perdas
de elementos da estrutura secundaria destas proteinas sdo detectados pelo

deslocamento ou supresséo destas bandas do espectro.

4.2.1.5 — Infravermelho

A espectroscopia no infravermelho mede a liberacdo de energia absorvida
durante a transicdo de uma molécula de um modo vibracional para outro. A
espectroscopia no infravermelho baseia-se no fato de que as ligacdes quimicas
das substancias possuem frequéncias de vibracdo especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula (chamados nesse caso de niveis
vibracionais). Tais frequéncias dependem da forma da superficie de energia
potencial da molécula, da geometria molecular, das massas dos atomos e

eventualmente do acoplamento vibracional. O espectro de infravermelho é
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caracteristico da molécula como um todo, porém certos grupos de atomos dao
origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma frequéncia,
independentemente da estrutura da molécula. Os modos vibracionais associados
com 0s grupos trans-peptidicos das proteinas (bandas amidas) sdo muito
sensiveis a conformacdo do esqueleto polipetidico. Em teoria, nove diferentes
bandas amidicas sdo consideradas informativas a respeito de estrutura secundaria
proteica. Na préatica, somente banda amida | (1620 — 1700 cm™) e banda amida Il
(1200 — 1330 cm™) sdo freqiientemente utilizadas para estimar o contetdo de
estrutura secundaria usando absor¢cao maxima local. Como a avaliagdo dos dados

€ subjetiva, devido a interferéncias como por exemplo, da molécula de agua.

4.2.1.6 — Difragcdo de Raios X

A cristalografia de raios X baseia-se no estudo dos angulos e das
intensidades com que um feixe de raios X de comprimento de onda na faixa 1.54
A sdo espalhados ou difratados, pelos elétrons que circundam cada &tomo no
espacamento das unidades moleculares ou atdbmicas repetidas regularmente nos
cristais da proteina de interesse e sdo impressos em filme fotogréfico.

A difracdo do feixe ao colidir com os cristais da proteina leva a informacgéo
da posicdo dos nucleos dos atomos, aqueles com densidade eletrbnica mais
elevada difratam os raios X com maior intensidade, e os de menor densidade
difratam com menor intensidade. O cristal pode ser considerado como um padréao
tridimensional de densidade eletrénica, que possui altos valores perto dos centros
de a4tomos e valores baixos ou de zero entre eles (NG; GAVIRA; GARCIA-RUIZ,
2003).
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4.2.1.7 — Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Sob condi¢cbes apropriadas em um campo magnético, uma amostra pode
absorver radiagdo eletromagnética na regido de radiofrequéncias (rff) em uma
frequéncia regida pelas caracteristicas estruturais da amostra. A absorcdo €
funcdo da presenca de determinados atomos na molécula. Um espectro de RMN é
um registro grafico das freqliéncias dos picos de absorcdo contra suas
intensidade. Segundo a teoria da ressonancia nuclear, um préton em um campo
magneético estatico pode assumir somente duas orientagfes correspondentes as
energias + uy. A orientacdo de menor energia corresponde ao estado em que o
momento nuclear magnético esta alinhado paralelamente ao campo magnético
externo, e a orientacdo de maior energia corresponde ao estado em que o0
momento nuclear magnético esta alinhado antiparalelamente (oposto) ao campo
magnético externo. A espectroscopia de ressonancia magnética nuclear protéica
busca obter informacbes sobre a estrutura e a dindmica das proteinas
(LEMERCINIER; MARTINEZ-CABRERA; JONES, 2000). A amostra para RMN é
preparada em meio aquoso e obtida de proteinas altamente purificadas. Os
nudcleos de maior interesse para RMN de protefnas sdo o C** e o N*°. Como esses
ndcleos sdo pouco abundantes na natureza, os espectros requerem um tempo de
analise relativamente grande (WUTHRICH, 1990).

4.2.1.8 — Espectrometria de Massas

O equipamento espectrometro de massas mede a proporcdo massa/
carga de ions, que é obtido pela ionizacdo da amostra e os ions de diferentes
massas sdo separados e sua abundancia relativa avaliada pela medida de
intensidades do fluxo de ions. E composto por trés partes: uma fonte de ion, um
analisador de massa, e um sistema detector. Existem varios tipos de fontes de

ions e analisadores diferentes, sendo que 0s equipamentos sdo dotados com

22



modelos especificos de acordo com a aplicacdo que se deseja (ASHCROFT,;
2003).

A espectrometria de massas de proteinas e peptideos € um método
importante para caracterizacdo dessas moléculas (TEARBOPOULOS; et al.,
1994). Os dois mais utilizados sao a ionizacédo eletrospray (ESI) e a matrix
assisted laser desorption ionization (MALDI)(APFFEL, A. et al., 1998). No primeiro,
a amostra € ionizada num sistema do spray, formando-se um aerosol onde a
medida que as gotas de liquido evaporam as moléculas presentes ganham carga
e entdo sao introduzidas no analisador de massas, geralmente do tipo quadrupolo.
No segundo, a amostra € misturada a uma solucdo com moléculas organicas
(matriz) e essa solucéo é cristalizada em uma superficie solida. O cristal resultante
€ bombardeado com um laser e ocorre a ionizagdo das moléculas da amostra,
passando a fase gasosa. Na fase gasosa os ions sdo direcionados para o
analisador do tipo tempo de vdo (time of flight). (ZHOU: et al., 1999) e (CINDRIC;
VULETIC, 2003) e (ZHENG; WU; HANCOCK, 2006).

4.2.2 — Métodos cromatograficos

Os métodos cromatograficos sdo métodos bastante utilizados na quimica
de proteinas. Sua aplicabilidade vai desde metodologias empregadas na avaliacédo

da homogeneidade protéica, até em ensaios de caracterizagdo e quantificacao.

A utilizagdo de métodos cromatograficos pode se dar por diferentes
técnicas de separacao, que estdo relacionadas com os suportes utilizados durante
a separacao, desta forma, € possivel encontrar na literatura métodos
cromatograficos que envolvem a separacdo de proteinas com base em suas
diferentes propriedades fisico-quimicas. As propriedades fisico-quimicas mais
importantes e mais comumente utilizadas em cromatografia sdo o grau de
hidrofobicidade, das proteinas, e neste caso sdo utilizadas as cromatografias de
fase reversa e interagdo hidrofébica, e o anfoterismo das proteinas, onde s&o
utilizadas as diferentes técnicas de cromatografia de troca ibnica (catibnica e

anibnica) dentre outras. A seguir sdo apresentadas as principais técnicas
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cromatogréficas utilizadas em quimica de proteinas e suas aplicagdes (AGUILAR,
2000), com inclusdo daquelas que requerem preparo especifico da amostra, como
sequénciamento N-terminal e composi¢cao de aminoéacidos.

4.2.2.1 — Fase Reversa

E um processo de separacdo dependente do mecanismo reversivel de
adsorcao/dessorcdo das moléculas do soluto com varios graus de hidrofobicidade
em relacéo a fase estacionaria hidrofdbica.

Sao utilizadas colunas contendo fase estacionaria com suporte de silica ou
polimeros, nas quais estdo presos um significativo nimero de grupamentos
apolares do tipo fenil, butil, octil ou octadecil. Durante a eluicdo das proteinas pela
coluna de fase reversa, o mecanismo de adsor¢ao/dessorcao € controlado por um
gradiente crescente de concentragdo de um solvente organico do tipo acetonitrila,
iso-propanol, metanol e outros.

Pode-se adicionar aos eluentes acidos organicos, tais como trifluoroacético,
heptafluorbutirico, com a finalidade de ter o efeito ion-par, que aumenta a
hidrofobicidade das proteinas.

A cromatografia de fase reversa tem a vantagem da flexibilidade nas
condicbes de separagdo, de maneira que a molécula de interesse seja retida
enguanto contaminantes passem através da coluna, ou os contaminantes fiquem
retidos enquanto a molécula de interesse passe pela coluna. Possui alta resolucao
e € utilizada para separar moléculas com pequenas diferencas estruturais, por
exemplo, aquelas provocadas por digestdo enzimética ou falha apds sintese
peptidica (BARTOLOMEU; MAISANO, 2006).
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Figura 4.2 : Analise de Insulina humana recombinante por CLAE-FR. Foi utilizada uma coluna C18, com
particulas de 5 mm, poros de 300A. tamanho de (4,6x300 mm) e deteccdo em 214 nm. Os dois primeiros
picos do cromatograma correspondem a fenol e metacresol utilizados como conservantes, que absorvem no
mesmo comprimento de onda da insulina. A interpolacdo da &rea do pico de insulina com as &reas de picos
de padrdo permitem a quantificacdo do biomedicamento. ( INCQS/ Laboratério de Biol6gicos e Artigos e
Insumos de Saude/ Setor de Imunobildgicos, 2007).

4.2.2.2 — Interacao Hidrofobica

Neste tipo de cromatografia liquida a particula da fase estacionaria é
formada de alguns grupamentos apolares, do tipo butil, octil ou fenil, ligados a
matriz, geralmente de agarose. A retencdo da molécula protéica € diretamente
proporcional a concentracdo de sal, e a separa¢do ocorre com gradiente salino
(sulfato de amonio, citrato, ou fosfato) que diminui em concentracdo durante a
separacgdo. As proteinas mais hidrofobicas sdo mais retidas. Uma vantagem desta
modalidade cromatogréfica, € que a proteina ndo é desnaturada, pois a separacao
é realizada em ambiente exclusivamente aquoso. E mais usada para isolar e

purificar a proteina, menos comum para controle (LIENQUEO,; et al., 2003).

25



4.2.2.3 — Exclusdao Molecular

Tém como fundamento a separagédo do soluto em func¢do do binébmio forma-
peso molecular, ou em termos técnicos, volume hidrodinamico. E uma técnica
amplamente usada para purificacdo e analise de polimeros biolégicos e sintéticos
tais como proteinas, polissacarideos e acidos nucléicos. A estrutura altamente
porosa do meio gel filtracdo proporciona a separagdo das moléculas e é
basicamente uma questdo de volumes acessiveis. Em uma coluna todas as
moléculas que tém acesso ao liquido entre as particulas, da origem ao volume
morto ou volume de exclusédo e equivale a aproximadamente 30% do volume da
coluna.

Para proteinas globulares € possivel obter-se valores de volume de eluicédo
e relaciona-los aos seus pesos moleculares como funcdo inversa de seus
logaritmos, isto porque estas proteinas possuem formas bem semelhantes. Pode-
se estimar empiricamente o peso molecular de uma proteina, desde que se
construa uma curva padrdo com proteinas globulares de peso molecular
conhecidos nas mesmas condicbes cromatograficas, relacionando-os aos
respectivos volumes de eluicéo.

Esta técnica cromatografica € de baixa resolucdo, sendo utilizada na fase
final de polimento da purificagdo. Pode determinar a estrutura quaternaria de
proteinas purificadas desde que as condi¢bes preservem em solucdo a forma
nativa da proteina, mantendo as interacdes macromoleculares.

A vantagem deste método € poder aplicar varias solugcdes sem interferir
com o processo de filtracdo, preservando a atividade biologica da proteina
(WANG, 2004). Na figura 4.3 é apresentado um cromatograma tipico obtido a

partir da andlise de somatropina humana recombinante.
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Figura 4.3 : Analise de somatropina humana recombinante por exclusdo molecular. Foi utilizada uma coluna
TSKgel G3000 SWy, com particulas de 5 mm, poros de 300A. tamanho de (7,8x300 mm), fase mével tamp&o
fosfato pH7:00:isopropanol (97:3), fluxo: 0,6mL/min e detec¢cdo em 214 nm. O primeiro pico corresponde a
agregados de somatropina, o maior pico é a somatropina (19 KDa) e o menor pico sdo outros componentes
da formulagdo, que também absorvem nesse comprimento de onda. A interpolacdo da &rea do pico de
insulina com as areas de picos de padréo permitem a quantificacao do biomedicamento. ( INCQS/ Laboratério
de Biologicos e Artigos e Insumos de Saude/ Setor de Imunobioldgicos, 2007).

4.2.2.4 —Troca ibnica

O principio da troca ibnica consiste na separacdo dependente da adsorcdo
reversivel de moléculas de soluto como proteinas, peptideos e acidos nucléicos,
carregadas por grupos de troca ionica imobilizada de carga oposta. Esta interacao
€ um equilibrio dindmico que pode ser influenciado por concentragédo de sal ou pH.
A dessorc¢éo ocorre quando ha uma mudanca de pH ou na concentracéo de sal no
eluente.

Esta técnica é utilizada para isolar ou purificar proteinas na sua forma
bioativa, sendo o método de escolha para proteinas de tamanho maior que 20
KDa, com manutencéo da conformacao nativa e bioatividade. E também (til para
analise de misturas de peptideos e proteinas, porque apresenta uma base de
retencdo e seletividades diferentes da CLAE-FR. E utilizada para mistura de
compostos que apresentam cargas diferentes e também quando apresentam a

mesma carga devido a distribuicdo irregular das cargas na proteina.
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Troca ibnica € também usada combinada com CLAE-FR para isolar
misturas complexas de proteinas (HARTMANN et al., 2003). A escolha das
condicbes para separacdo esta nas opgOes da utilizacdo de sal, solventes
organicos tais como acetonitrila e isopropanol e para melhorar a separacéo,
variam-se as condi¢cOes de gradiente (SNYDER, 1997).

A troca ibnica também é uma técnica fundamental na analise da porcdo de
carboidratos de glicoproteinas. Como 0s monossacarideos e os oligossacarideos
podem se ionizar em pH alcalino, utiliza-se a troca anibnica com deteccdo
amperometrica pulsada (essa técnica é conhecida em inglés pela sigla HPAE-
PAD). (JANDIK et al.,1999) Para a determinacdo da composicdo de
monossacarideos as amostras de glicoproteinas sao hidrolisadas em meio acido e
depois submetidas a analise. (figura 4.4).

Para a determinagcdo dos oligossacarideos presentes em glicoproteinas, a
amostra deve ser submetida a hidrolise por enzimas do tipo endoglicosidases, que
cortam a ligagéo entre o oligossacarideo e a proteina. Os oligos assim obtidos sédo
entdo submetidos a analise, eluindo da coluna de acordo com o seu teor de &cido
sidlico. O mapa preparado dessa forma € considerado uma impressao digital dos
carboidratos da glicoproteina e a similaridade entre varios lotes representa uma
boa consisténcia de producéo, ou seja, a homogeneidade entre os varios lotes do

produto.
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Figura 4.4: Composicdo de monossacarideos de eritropoetina humana recombinante. A amostra foi
submetida a hidrolise por acido trifluoroacético e depois analise em coluna PA-10, utilizando a fase mével
NaOH 200mM. ( INCQS/ Laboratério de Bioldgicos e Artigos e Insumos de Salde/ Setor de Imunobiolégicos,
2007).

4.2.2.5 — Sequenciamento N-terminal

O sequenciamento protéico é utilizado no controle de qualidade de
biomedicamentos porque pode dar informacao sobre a estrutura primaria, ou seja,
a sequéncia de aminoacidos. Para biologicos rDNA —derivados, esta metodologia
tém a funcdo adicional de confirmar o DNA complementar (cDNA), predizer a
sequéncia de aminoacidos, homogeneidade protéica, e a extensdo potencial de
guebras proteoliticas. (USP, 2006)

Sequenciamento N-terminal é realizado por degradacdo de Edman, que
devido ao avanco das metodologias analiticas, permite atualmente a determinacao
rapida e automatizada de até os primeiros 100 residuos de aminoécidos N-
terminal da maioria das proteinas, e usualmente a quantidade necesséaria de
amostra € menor que 1uM. (WALSH, 2003).

O método é baseado na reacao de acoplamento do residuo amino terminal

de uma proteina ou peptideo com o fenilisotiocianato (PITC). O derivativo
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aminoacido-PTC resultante é clivado da proteina por um &cido orgéanico

perfluorado (geralmente trifluoracético ou acido heptafluorobutirico) que expde o

aminoacido adjacente. Este processo € repetido até um ndamero apropriado, em

gue 8 a 10 aminoacidos sdo removidos. O residuo aminoacido modificado

resultante do ciclo de clivagem (anilinotiazolina [ATZ]) € geralmente convertido na

presenca de acido e calor para aminoacido-feniltiohidantoina (PTH-AA), sendo

este determinado por analise CLAE-FR. A reacdo de Edman é mostrada na figura

4.5. O limite de detecc¢éo é de 10pmol, logo pequenas quantidades de peptideos e

proteinas podem ser analisadas.
(USP, 2006)
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Figura 4.5: As principais etapas da reacdo de Edman. Apdés o acoplamento entre a proteina e o
fenilisotiocianato no N terminal ocorre a liberagéo do primeiro aa da proteina (rl) e formacéo do respectivo

ATZ-aa, que apds rearranjo em meio acido da origem ao PTH-aa, que é identificado por CLAE-FR.
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4.2.2.6 — Mapa de Peptideos

A maior preocupacdo em relacdo a biomedicamentos produzidos em
sistemas alto-expressdo recombinantes € a potencial ocorréncia de mutacoes
pontuais no gene do produto, dele¢des e inser¢cdes de sequéncias originando uma
estrutura primaria alterada. Erros na transcri¢cdo ou translacao genética poderia ter
consequéncias similares. Para detectar tais alteracbes na sequéncia de
aminoacidos o procedimento indicado é o mapa peptidico.(WALSH, 2003)

O mapa peptidico pode ser entendido como sendo a impressao digital de
uma proteina e € o produto final de varios processos quimicos ou enzimaticos que
“quebram” a proteina de maneira previsivel. O mapa peptidico ndo € um método
geral, envolvendo a otimizag&o de condicdes especificas para cada proteina. Além
das informacdes ja citadas, o mapa de peptideos pode fornecer informac¢des sobre
a degradacao quimica da cadeia lateral dos aminoacidos, como a oxidacdo de
metionina e a desamidacdo de asparagina. (SIMPSON, 2003) (HOUDE et al.,
2006)

Sa0 necessarias quatro etapas para o0 procedimento: isolamento e
purificacdo da proteina, se esta faz parte de uma formulacao; clivagem seletiva de
bandas peptidicas; separacdo cromatografica dos peptideos; e andlise e
identificacdo dos peptideos. (USP, 2006)

O mapa peptidico acarreta a exposi¢cao do produto protéico a reagentes que
promovem hidrélise de ligacbes peptidicas em pontos especificos da cadeia
polipeptidica. Isto gera uma série de fragmentos peptidicos que podem ser
separados por uma variedade de técnicas, como eletroforese uni ou bi-
dimensional, capilar e em particular, CLAE-FR. Uma amostra padronizada do
produto protéico, quando submetido ao procedimento, ira fornecer uma impressao
digital caracteristica, ou mapa peptidico, que sera obtido lote a lote, podendo ser
entdo subsequentemente comparados (O’CONNOR, 1993). Na figura 4.6 €
mostrado o cromatograma tipico do mapa de peptideos de somatropina humana

recombinante.
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Figura 4.6 Mapa de peptideos de somatropina humana recombinante por CLAE-FR. Foi utilizada uma coluna
de fase reversa Cg, com particulas de 5 mm, poros de 300A. Tamanho 4,6x250 mm, fase gradiente de
H,O/TFA 0,1% e H,O (10%)/ACN(90%)/TFA 0,1% e detec¢do em 214 nm. A amostra e o padrdo foram
submetidos a hidrolise com tripsina por 18h antes da inje¢do. O padrédo corresponde ao cromatograma escuro
e a amostra ao mais claro. A perfeita equivaléncia ente os picos caracteriza a conformidade do produto. (
INCQS/ Laboratério de Bioldgicos e Artigos e Insumos de Saude/ Setor de Imunobiol6gicos, 2007).

4.2.2.7- Composigéo de aminoacidos

E a metodologia usada para determinar quais aminoacidos compde uma
proteina ou peptideo, ou outras preparacdes farmacéuticas.

A composicao de aminoacidos em proteinas e peptideos pode ser usada
para: - quantificacdo; - determinacdo da identidade destes baseado na sua
composicdo de aminoacidos; - para apoio da analise de estrutura; - avaliacdo de
estratégias de fragmentacdo para mapa peptidico, e para detectar a possivel
presenca de aminoacidos atipicos. No caso de proteinas recombinantes
expressas em E. coli, existe a possibilidade da incorporacdo de norleucina no
lugar da metionina. (RANDHAWA et al., 1994). A composi¢do de aminoacidos de
um polipeptidio é determinada pela sua hidrélise completa, seguida pela analise

dos aminoacidos liberados.
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Os meétodos usados na composicdo de aminoacidos sdo baseados na
separacdo cromatografica dos aminoacidos apds a hidrolise do biomedicamento.
Um instrumento de andlise de aminoacidos € um cromatografo de alta presséao,
capaz de gerar gradientes de fase movel que possibilitem a separacdo. Faz parte
do método uma etapa de derivatizacdo da amostra, que pode ser efetuada antes
ou depois da cromatografia, tornando o aminoacido facilmente detectavel, pois a
maioria dos aminoacidos ndo possui grupos cromogénicos. Em seguida, os
aminoacidos sdo detectados pelos seus tempos de retencdo caracteristicos. Os
detectores podem ser UV-VIS ou fluorescéncia dependendo do método de
derivatizacdo usado. Deve ter também um integrador para transformar o sinal do
detector e permitir a quantificacdo (USP, 2006). Na figura 4.7 é apresentado o

esquema basico do mecanismo de analise de aminoéacidos.

Hidrolise NH,  Derivatizagao
HN
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Proteina e o — >
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Figura 4.7 : Analise de composicdo de aminoacidos. A proteina € inicialmente submetida a hidrélise e os
aminoacidos devem ser submetidos a derivatisacdo para a analise. A EP 5 Ed. recomenda o método da
derivatizagdo com fenilisotiocianto e detecgdo no ultravioleta em 254 nm.

e}
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4.2.3 — Métodos eletroforéticos

4.2.3.1- SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE) é uma das técnicas analitica mais utilizadas em bioquimica atualmente. E
um meétodo apropriado para identificar e assegurar a homogeneidade de proteinas
em biomedicamentos, além de estimar os pesos moleculares de subunidades de
proteinas bem como verificar a presenca de subunidades protéicas. (CATZEL et
al., 2006).

Sob a influéncia de um campo elétrico, particulas carregadas migram na
direcdo do eletrodo de polaridade oposta. Os géis tém tamanhos de poros
caracteristicos, e 0s movimentos das particulas sédo retardados por interacdes de
forca elétrica e de peneiramento molecular resultam em velocidades de migracéo
diferentes de acordo com o tamanho, formas e cargas das particulas. As
separacOes moleculares séo, portanto, baseadas nos efeitos de peneiramento e
na mobilidade eletroforética. E uma técnica com alta resolu¢do. Bandas com pelo
menos 100ng de proteina podem ser visualizadas por coloragdo do gel com
corantes tais como Azul de Comassie, subsequentemente o gel pode ser
submetido a um densitdbmetro a laser que permite a determinacdo quantitativa do
conteudo protéico de cada banda, permitindo a quantificacdo das impurezas
protéicas no produto. O uso de coloragdo de nitrato de prata aumenta a
sensibilidade de deteccé&o acima de 100 vezes, com bandas coradas com 1ng de

proteina.

O SDS é utilizado com o objetivo de minimizar os efeitos de carga e forma.
A combinacdo desse detergente fortemente anibnico com calor e redutores sao
usados para dissociar as proteinas que sao aplicadas no gel. Os polipeptideos
desnaturados ligam-se ao SDS, tornando-se negativamente carregados e exibindo
uma proporcao consistente carga/peso e formas parecidas independentemente do
tipo de proteina. O SDS liga-se a proteina na proporcdo de 1,4g de SDS por g de
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proteina (cerca de uma molécula de SDS para cada dois residuos de

aminoacidos).

A mobilidade eletroforética total do complexo detergente-polipeptideo
resultante assume a mesma relacdo funcional de pesos moleculares de
polipeptideos. A migracdo em direcdo ao anodo ocorre de maneira previsivel,
sendo que os complexos de baixo peso moleculares migram mais rapido do que
os de maior peso. A mobilidade eletroforética relativa varia linearmente com o
logaritmo das suas massas moleculares. E possivel estimar o peso molecular de
uma proteina fazendo uma eletroforese com padréo de peso molecular conhecido

na faixa em que se situa a amostra.

A possibilidade das subunidades polipeptidicas manterem sua estrutura
tri-dimensional na proteina por ligacées de pontes de dissulfeto pode ser testada
por meio do tratamento com redutores como o 2-mercaptoetanol ou ditiotreitol, que
resultardo em desdobramento da cadeia polipeptidica e subseqiente formacao de

complexo com SDS.

Em algumas andlises, pode ser desejavel que a manutencao das ligacdes
covalentes dissulfidicas permanegam intactas, preservando a forma oligomérica
da proteina. O complexo oligomérico SDS-proteina migra mais lentamente do que
suas unidades SDS-polipeptidicas, e as proteinas ndo reduzidas ndo séo
completamente saturadas com SDS e, por isso hdo mantém a razdo carga/peso,
diminuindo a possibilidade de determinacdo do peso molecular sendo necessario
gue os padrdes e proteinas estejam em configuragcbes similares para
comparac0Oes validas. No entanto, a coloracdo de uma simples banda é um critério
de pureza (USP, 2006). Na figura 4.8 € apresentado o eletroferograma resultante

da estimativa de peso molecular de interferon humano recombinante.
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Figura 4.8 : Analise de SDS PAGE de amostra de interferon humano recombinante. Amostras aplicadas nas
linhas (1) Formulag&o concentragédo X (2) formulagdo X/10 (3) formulagdo X/5 (4) padrao de interferon FE (5)
Formulagdo concentragcdo X (6) formulagdo X/10 (7) formulagdo X/5 (8) e (9) padrdo de interferon FE. As
amostras (1) a (4) foram preparadas em condi¢des nativas e (5) a (9) em condic¢des redutoras. A banda mais
intensa corresponde a soro albumina humana (66 KDa) utilizada como excipiente da formulagdo. A banda
menos intensa corresponde ao interferon (19 KDa). Pode-se perceber no gel em condigfes redutoras um
artefato com peso molecular menor linha (5). Concentracéo do gel 12%. Revelacdo pelo nitrato de prata. (
INCQS/ Laborat6rio de Bioldgicos e Artigos e Insumos de Saude/ Setor de Imunobioldgicos,2007).

4.2.3.2- Focalizagao Isoelétrica

Focalizacao isoelétrica € um método que separa proteinas de acordo com
0 seu ponto isoelétrico, faixa de pH onde a carga liquida da proteina é zero. A
separacdo ocorre em gel que pode ser de acrilamida ou agarose e contém uma
mistura de eletrélitos anfotéricos (anfélitos) que submetidos a campo elétrico,
estes migram no gel para criar um gradiente de pH. A proteina é diluida em
pequeno volume de uma solucdo contendo um detergente n&o-iénico, junto com
mercaptoetanol e uréia, como agente desnaturante. Esta solucdo solubiliza,
desnatura e dissocia todas as cadeias polipeptidicas, mantendo sua carga
intrinseca. A proteina é entdo aplicada ao gel com o gradiente de pH, aplica-se a
voltagem, faz com que a proteina mova-se em dire¢cdo ao gradiente de pH que

corresponde ao seu ponto isoelétrico e ali permaneca, concentrando-a, ou seja,
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focalizando a proteina. Cuidados especiais sdo necessarios na preparacdo da

amostra como, por exemplo, ndo conter sal.

Essa técnica, de forma diferente do SDS PAGE, separa as proteinas por
carga. A resolucdo entre as bandas pode atingir até 0,001 unidades de pH.(USP,
2006)

Esta técnica é utilizada também na industria biofarmacéutica para
determinar a homogeneidade do produto. A homogeneidade € indicada pelo
aparecimento de uma banda simples exibida no valor de ponto isoelétrico
esperado. No caso de glicoproteinas variando ligeiramente em seu contelddo de
carboidratos irdo variar em seu contetudo de &cido sidlico, e, portanto exibindo
valores de ponto isoelétrico ligeiramente diferentes. Em tais situacfes, a andlise
de focalizacao isoelétrica, procura estabelecer a consisténcia lote a lote em termos

de padrdes de banda observados.

A focalizagéo isoelétrica é também usada para andlise de estabilidade de
biomedicamentos, visto que a desamidagédo da asparagina introduz novas cargas

negativas, como mostrado na figura 4.9 (WALSH, 2003).
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Figura 4.9 : Desamidacgdo de residuos de asparagina presentes em proteinas. Se R1 for um hidrogénio, a
velocidade da reacéo é bastante rapida. A formacgéo do isoaspartato leva ao surgimento de carga elétrica no
produto resultante.
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4.2.3.3 — Eletroforese Capilar

A eletroforese capilar € uma técnica na qual a separacdo é conduzida em
tubos capilares (diametro interno de 20 a 75um). Esses capilares tém o poder de
dissipar rapidamente o calor, permitindo o uso de campos elétricos muito
elevados, o0 que reduz o tempo da eletroforese para alguns minutos. A eletroforese
capilar apresenta resolucdo extremamente elevada e pode ser automatizada da
mesma forma que no CLAE, isto €, com a introdu¢do automatica da amostra e

deteccao dos componentes no capilar. (VOET, 2002).

O principio geral da eletroforese capilar esta baseado na velocidade de
migracdo do analito sob a intensidade de um campo elétrico, E, determinadas
pela mobilidade eletroforética do analito, e mobilidade eletroosmética do tampéo
dentro do capilar. A mobilidade eletroforética de uma proteina (1 ¢y depende de
caracteristicas do soluto (carga elétrica, tamanho molecular e forma) e
caracteristicas do tamp&o no qual a migragdo ocorre (tipo e forgca idnica do

eletrdlito, pH, viscosidade e aditivos)

A separacédo entre duas bandas (expressa pela resolucdo R s ) pode ser
obtida por modificacdo da mobilidade eletroforética dos analitos, pela mobilidade
eletroosmética induzida pelo capilar, e pelo aumento da eficiéncia de cada banda
para cada analito.(USP, 2006).

A vantagem desta técnica para a analise de proteinas € a possibilidade de
conduzi-la sob varios modos, com diferentes mecanismos de separacdo usando o
mesmo equipamento e diferentes tipos de capilares. Os modos de separacdo que
podem ser utilizados incluem eletroforese zona livre (separacédo pela carga liquida
da proteina no tamp&o), focalizacdo isoelétrica capilar (semelhante a focalizagéo
isoletrica em gel), eletroforese gel capilar com SDS (utilizando capilar preenchido
com acrilamida) e cromatografia eletrocinética micelar capilar (uso de micelas de
SDS em capilares sem preenchimento). Dentro das vantagens da eletroforese

capilar estdo: alta resolucdo, tempo analitico relativamente curto, baixo custo
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operacional e habilidade para automacdo. (RACAITYTE; KIESSIG; KALMAN,

2005).

Desta forma, a partir das informacdes gerais apresentadas nas técnicas

analiticas descritas anteriormente, € possivel apresentar um resumo dos métodos

utilizados para caracterizacdo dos biomedicamentos e sua aplicacdo, além do

nivel de informacgé&o estrutural possivel de ser analisada, tabela 4.3.

Tabela 4.3: Ensaios fisico-quimicos utilizados na caracterizacdo de proteinas

A - Métodos espectroscopicos

Método Estrutura Aplicacdo

1éria 2a’ria 3a’ria 4éria
Ultravioleta X X Agregacédo e quantificagao
Espalhamento de luz X X
Fluorescéncia X X X
Dicroismo circular X X Desnaturacéo
Infravermelho X
Raio-X X X X X Integridade Conformacional
Espectrometria de Massas X Identidade e modificagdes quimicas
Ressonéancia Magnética Nuclear | X X X Estrutura 3D e desamidagéo
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B - Métodos cromatograficos

Método Estrutura Aplicacao
1éria Zaria Saria 4éria
Fase Reversa X X Modifica¢cdes Quimicas
Interacdo Hidrof6bica X X X
Exclus&o Molecular X Agregacéo
Troca l6nica X X X Modificagdes Quimicas e glicosilagédo
Sequenciamento N-terminal X Identidade
Mapa de Peptideos X Identidade e modifica¢cdes quimicas
Composigdo de aminoacidos X Quantificagdo e Modificagdes quimicas

C - Métodos eletroforéticos

Método Estrutura Aplicagdo

1aria Zaria 3aria 4aria
SDS PAGE X X X Pureza, peso molecular, identidade.
Focalizacéo Isoelétrica X X Modificacdes Quimicas e glicosilagdo
Eletroforese capilar X X Modificacdes Quimicas e glicosilagdo

(DIPAOLO; et al.,1999).

4.3 — APLICABILIDADE DOS METODOS ANALITICOS

Todos os métodos anteriormente descritos sdo importantes e tém grande
aplicacdo em campos especificos da pesquisa com proteinas. Porém esses
meétodos tem diferengcas muito grandes quanto a possibilidade de uso em rotinas
analiticas que acompanham processos produtivos, como no caso da producéo de
proteinas recombinantes para fins terapéuticos. (PARKINS; LASHMAR, 2000)
Essas diferengcas envolvem caracteristicas técnicas dos métodos, sensibilidade,
disponibilidade de pessoal treinado e a tolerancia a contaminantes. Também

devem ser consideradas as questdes de natureza econdmica, como o custo da
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implementacdo e manutencdo de equipamentos e 0 gasto com reagentes ao longo
do tempo.

Levando em consideracdo tais fatores estabeleceu-se uma ordem de
aplicabilidade para os métodos ja discutidos. Considerou-se que 0s principais
critérios sdo:1- custo para implementacdo e manutencgdo; 2- tempo para a analise
3- disponibilidade recursos humanos. Esses fatores devem ser considerados tanto
para o setor regulado (empresas) quanto aos Orgaos publicos. Essa ordem de
prioridade para a aplicabilidade dos métodos analiticos foi estabelecida da
seguinte forma:

Alta — atende a todos os critérios.

Média — restricdo em pelo menos um.

Baixa — restricdo em mais de mais de um critério.

A aplicacdo desses critérios (tempo, custo, depreciacdo) aos ensaios
relacionados anteriormente nos levou a preparacao da tabela 4.4, onde estéo

sumarizadas as informacfes para cada método.

Tabela 4.4: Viabilidade dos ensaios fisico-quimicos utilizados na caracterizacéo
de proteinas para a analise de produtos biotecnolégicos

Método ~ Viabilidade Observacées

Ultravioleta Alta ek

Espalhamento de luz Baixa Relacionado ao tipo de informacgéo
Fluorescéncia Média Custo de implementacao alto

Dicroismo circular Baixa Custo de implementacao /manutencao
Infravermelho Alta ko

Difracéo de Raios-X Baixa Demorada, alto custo

Espectrometria de Massas Média Rapida, custo de manutencao baixo (TOF)

o » ) Demorada, alto custo
Ressonancia Magnética Nuclear Baixa ] o
Aplicado em outros produtos biolégicos

Cromatografia Liquida* Alta Fkkkk
Sequenciamento N-terminal Baixa Custo de reagentes elevado
Eletroforese Alta ek
i Média Incorporacéo rapida pela industria
Eletroforese capilar poracdo rapida p *incluiu as
técnicas de  fase reversa, troca  ibnica, exclusédo molecular, interagdo hidrofobica
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4.4 — MONOGRAFIAS FARMACOPEICAS E PRODUTOS BIOLOGIC OS DNA
RECOMBINANTE

4.4.1 — United States Pharmacopoeia — USP XXIX

Conforme apresentado na tabela 4.2, a USP XXIX contempla apenas
insulina e somatropina como monografias especificas. Apesar de ndo estar
disponivel uma monografia oficial para outros biomedicamentos, a USP sugere
uma serie de requisitos que deverdo ser avaliados e sugere meétodos para essa
avaliacdo. Na tabela 4.5 sdo enumerados esses requisitos e as possiveis

metodologias a serem utilizadas.

Tabela 4.5: — Critérios e métodos recomendados pela USP-XXIX para a avaliagdo
de biomedicamentos

Critério a ser avaliado Metodologia Tecnica
Espectrofotometria ndkeacao especifica para proteinas.
Teor do UV/Vis.

Biomedicamento Dosagem de Nitrogénio | Kjeldahl

protéico.

Sequenciamento Edman; Pode usar espectrometria de massas
Estrutura priméria Composi¢cédo de aminoacidos, CLAE com derivatizagéo.

Mapa peptidico. CLAE

Eletroforese SDS PAGE e IEF
Pureza ]

Cromatografia CLAE-FR, HPIEC e HPSEC

. Espectrofotometria no UV/Vis. Reacéo colorimétrica para monossacarideos

Estrutura de carboidratos ] ]

Cromatografia Mapa de oligossacarideos por HPAEC-PAD

Adotando essa postura, a USP permite que cada produtor utilize a
metodologia que julgar mais apropriada. Dessa forma segue-se uma tradicdo
cultural norte americano de cada companhia ser responsavel por seus produtos e
ter a liberdade de estabelecer sua propria estratégia para esse fim. Acreditamos
gue esse modelo ndo é perfeitamente compativel com a tradicdo Brasileira, que

prevé uma regulamentacao maior.
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Ainda dentro dessa logica, uma observacao que deve ser feita é que ndo ha
uma indicacdo especifica sobre a aplicabilidade dos ensaios a etapas
intermediarias e ao produto final, ficando a critério do fabricante.

4.4.2 — Farmacopéia Européia 5 @ edicdo — EP

Da mesma maneira que a USP, a EP também prevé requisitos gerais para
produtos de biotecnologia DNA recombinantes. A EP determina que o produto
deve ser caracterizado quanto a sua identidade, pureza, potencia e estabilidade,
utilizando métodos quimicos, fisicos, imunoquimicos e biolégicos. Nenhum ensaio
especifico é apontado. Algumas metodologias sao sugeridas para a determinacao

de consisténcia de producéo. Essas metodologias sdo relacionadas abaixo:

Composicao de aminoéacidos
Sequenciamento N terminal
Mapa de peptideos

Proteina total

YV V V V V

Proteinas do sistema de expressao

Esses controles sdo recomendados para o processo e produto final. Um
aspecto interessante a ser observado € a ndo existéncia de uma preocupacao
especial para a caracterizacao de glicoproteinas.

No final das recomendacdes gerais a EP determina que nas monografias
especificas ensaios aplicaveis a cada produto sejam listados. Por outro lado, além
dos produtos mais tradicionais, sdo contempladas monografias para eritropoetina
e o interferons a e y, em todos 0s casos matéria prima. Essas monografias
demonstram uma preocupacdo com aspectos regulatorios maior que nos EUA. Na

tabela 4.6 séo listados os ensaios recomendados para esses produtos.
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Monografia Interferon

Monografia Interferon 'y

Tabela 4.6: Monografias especificas de biomedicamentos da EP 5°Ed.

Monografia Eritropoetina

Mapa de peptideos CLAE-
FR

Mapa de peptideos CLAE-
FR

Mapa de peptideos CLAE-
FR

Focalizacao isoeletrica

Deamidacéo de asparagina
por HPIEC

Eletroforese capilar em

zona livre

SDS-PAGE

SDS-PAGE

SDS-PAGE + imunoblot

Teor de proteinas

Teor de proteinas

Teor de proteinas

Sequenciamento N-
terminal

Sequenciamento N-
terminal

Proteinas relacionadas

Dimeros por HPSEC

Dimeros por HPSEC

Composigéo de

aminoacidos

Teor de acido sidlico.

Potencia

Potencia

Potencia

EUROPEAN, Pharmacopoeia, 2005.

Analisando-se 0s ensaios da tabela acima a informagao que cada um deles
fornece de acordo com a tabela 4.6 pode-se observar uma certa redundancia. O
mapa de peptideos, o sequenciamento N-terminal e no caso da EPO o imunoblot
fornecem informacgdes sobre a identidade da proteina recombinante. A seqiiéncia
N terminal da proteina forma um dos peptideos presentes no mapa. Ou seja, um
erro na sequéncia N terminal vai gerar uma diferenca no tempo de retencéo desse
peptideo. Assim como, a composicdo de aminoacidos no interferon y visa
determinar a incorporacdo de norleucina no lugar da metionina, esses peptideos
gue incorporam norleucina devem ter comportamento cromatogréfico diferente dos
peptideos normais.

Uma observacéo interessante € que a EP e a USP ndo recomendam
ensaios que avaliam de forma mais direta a estrutura tridimensional de produtos

recombinantes.
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4.4.3 — Farmacopéia Brasileira 4 2 edicdo — FB

A Farmacopéia Brasileira 4% edicdo contém as monografias de insulina e
somatropina, onde o0s parametros e metodologias a serem observados sédo
idénticos aos citados na USP XXIX. Nao existem recomendacdes gerais para
produtos DNA recombinante nem monografias para outros biomedicamentos. Isso

nos motivou a propor sugestdes para a inclusao desses produtos na FB.
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5 — PROPOSTA DE INCLUSAO DE PRODUTOS DNA RECOMBINAN TE NA
FARMACOPEIA BRASILEIRA

Para propor a inclusdo desses produtos na FB, devemos levar em
consideracdo a realidade nacional nessa area especifica. Como ja mostrado hoje
o Brasil importa a matéria prima desses produtos e apenas etapas de envase e
rotulagem sdo feitas no pais. Num primeiro momento, seria mais importante
estabelecer monografia para produto final.

Para propor monografias para produto final, as caracteristicas desse tipo de
material devem ser levadas em consideracdo. Biomedicamentos sdo moléculas
muito potentes, e no caso da EPO e dos INF-a e INF-y, as concentracoes finais
estdo na faixa de microgramas. Em se tratando de proteinas, isso significa que a
concentracdo esta na faixa de nano mols. Os ensaios propostos devem entdo ser
sensiveis o suficiente para a deteccdo nessa escala. Alem disso, € comum a
presenca de varios excipientes, principalmente soro albumina humana (HSA).
Essa proteina entra nas formulagcdes com a finalidade de estabilizar o produto,
inibindo a agregagdo das moléculas do ativo. A concentracdo usual de cerca 1,5
mg, bastante acima do ativo. Essa concentracdo é muito superior a do
biomedicamento, dificultando a realizacdo das analises.

Além dessas particularidades, as caracteristicas gerais para monografias de
produtos biotecnolégicos ndo devem ser esquecidas. Ou seja, devem ser
propostos ensaios que caracterizem a estrutura molecular, visto que
biomedicamentos sdo moléculas complexas e seu efeito pode ser afetado por
pequenas modificacdes. (DEFELIPPIS & LARIMORE, 2006). Além disso, é
interessante desenvolver ensaios que avaliem o teor do principio ativo. Ha a
discussao na literatura cientifica que a associacdo das duas medidas pode
substituir os ensaios de poténcia, que utilizam animais. (WHO, 1991)

Seguindo essa légica, vamos dividir essa proposta por partes. Na primeira
parte vamos discutir ensaios para a caracterizagdo de estrutura molecular e na
segunda parte, ensaios para a determinagéo do teor.
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5.1 — PROPOSTA DE ENSAIOS PARA A CARACTERIZACAO DA ESTRUTURA
MOLECULAR

Como as etapas iniciais do processo de producdo ndo séo realizadas no
pais, ndo ha por parte das empresas nacionais 0 acesso ao produto acabado a
granel. Logo néo € possivel a caracterizacdo da estrutura molecular nessa etapa,
restando apenas a possibilidade de caracterizagdo no produto formulado. O
primeiro passo para essa caracterizacdo é a separacdo do componente ativo de
outros componentes presentes na formulacdo. J& se encontra iniciado esse
trabalho no Setor de Imunobiolégicos do DQ/INCQS, desenvolvendo um método
para a separacdo da EPO de outros componentes da formulag&o, por CLAE FR.
Seria necessario o desenvolvimento de métodos semelhantes para outros
biomedicamentos.

Como ja foi comentado, o melhor método para a caracterizacédo da estrutura
molecular de proteinas é o mapa peptidico. Tradicionalmente esse mapa €
preparado por CLAE FR com deteccao por UV. Porém, na concentracdo que o INF
e a EPO se apresentam nas formulacfes esse método ndo tem sensibilidade
suficiente para a detecgdo. Isso torna impossivel a analise, que se baseia na
comparacao de um cromatograma da amostra com o cromatograma do padréo.

A alternativa para essa técnica € utilizar a espectrometria de massas. A EM
€ mais sensivel que a CLAE FR, detectando facilmente peptideos na faixa de
nano mols. A EM determina a massa molecular absoluta dos peptideos, sendo
necessaria apenas a comparacdo dos valores obtidos com os esperados de
acordo com a sequéncia de proteina. Recentemente conseguimos no laboratorio
avaliar a identidade de EPO em formulacdes combinando a separacdo dos demais
componentes da formulacédo por CLAE FR e EM do tipo MALDI TOF (figura 5.1).
Esse tipo de experimento tem que ser desenvolvido com outros biomedicamentos,

como os INF, para estabelecer as condi¢cdes cromatograficas.
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Figura 5.1: A esquerda um cromatograma de fase reversa de EPO em formulagdes. O maior pico presente
corresponde a HSA. A EPO é o pico menor assinalado. A coluna é uma Cis com 5um, 300A de poro, 4,6x300
mm. Fase mével H,O(TFA 0,1%)/3ACN:1nPrOH:1H,O(TFA 0,1%). A direita espectro de massas obtido do
pico de EPO. A amostra foi coletada, seca em evaporador centrifugo tipo Speed-Vac®, hidrolisada com
tripsina. O espectro de massas foi obtido em um equipamento do tipo MALDI-TOF, utilizando-se &cido alfa
ciano p-hidroxi cinAmico como matriz. Amostras lidas no modo refletido positivo. Os picos assinalados
correspondem aos peptideos obtidos da hidrolise da EPO pela tripsina. (CONCEICAO, 2003).

Pelos motivos explicados anteriormente acreditamos que a identidade por
EM pode substituir outros ensaios a composicdo de aminoacidos em INF y e o
sequenciamento N terminal. Mudancas na estrutura primaria como a incorporacao
de norleucina, desamidacdo da asparagina, oxidacdo de metionina e erros na
expressao e na formacao de pontes de sulfeto podem ser identificados.

A espectrometria de massas sozinha ndo pode assegurar todos o0s
parametros necessarios para a avaliacdo da estrutura molecular de
biomedicamentos. O peso molecular também € uma medida importante da
integridade do produto. Para a avaliacdo de peso molecular pode-se utilizar o SDS
PAGE com revelacéo pelo nitrato de prata, devido a baixa concentracéo do ativo.

No caso de glicoproteinas a determinacdo das diversas isoformas é
importante para garantir as propriedades farmacocinéticas. Conforme a tabela 4.6
a EP recomenda o uso da EC em zona livre para essa determinacdo. Ha na
literatura referéncia ao uso dessa técnica em EPO produto final (GIRARD, 1997).
Para tanto € necessario o uso de cloreto de niquel no tampéo de separacao.
Segundo os autores esse sal ajuda a aumentar a migracdo da HSA, separando-a

da EPO.

48



5.2 — PROPOSTA DE ENSAIOS PARA A DETERMINACAO DO TE OR

A determinacdo do teor de ativo em biomedicamentos néo pode ser feita
utilizando-se os metodos colorimétricos descritos no item 4.2.1.1, devido a
presenca dos excipientes. Para a quantificacdo do ativo seriam necessarios
meétodos de separacdo, como a cromatografia e eletroforese, para eliminar os
interferentes. Nesse tipo de método a quantificacdo é feita por padronizacdo
externa, de forma semelhante aos medicamentos sintéticos.

Um problema que aparece nessa estratégia € a falta de padrdes de
proteinas recombinantes estabelecidos para ensaios fisico quimicos.
Recentemente foi publicada uma metodologia para a separacdo HSA/EPO
baseada em troca idnica (JONGEN, 2005). Os autores demonstraram que apesar
da separacédo ser adequada, ndo ha uma boa correlacdo entre os valores obtidos
por ensaios biolégicos e o teor determinado pela cromatografia. Os autores
atribuem esse efeito ao fato de o padréo distribuido pela EP ter sido estabelecido
por ensaios bioldgicos.

Para a determinagdo do teor a primeira etapa entdo seria estabelecer um
padrdo via método fisico-quimico. No caso da EPO e do INF-a, Bio-manguinhos
seria o fornecedor natural de material para esse estabelecimento. O método para
o0 estabelecimento desse padrao é a composi¢cdo de aminoacidos quantitativa, ja o

NIST disponibiliza um padréo de aminoacidos.
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5.3 - PROPOSTA FINAL PARA MONOGRAFIAS DA FB

a propor:

Monografia produto final
ensaios

>

>
>
>

Mapa de peptideos por EM
Determinacao de isoformas por EC
Determinacao do Peso molecular por SDS PAGE

Determinacao do teor por CLAE

Como proposta final de monografias para a FB temos os seguintes métodos
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6 — CONCLUSAO

Diante da complexidade estrutural das moléculas protéicas, sua analise
demanda o dominio de um grande numero de técnicas fisico quimicas, capazes
de elucidar e complementar informacdes relativas a atividade e poténcia.

A discussao aqui apresentada demonstra que essa variedade metodologica
nao significa que todas as técnicas possam ser aplicadas ao controle de qualidade
de biomedicamentos. Para uma metodologia analitica ser aplicavel no controle de
gualidade de um produto ela deve ser rapida e de baixo custo, além de sensivel.
Levando em consideracéo esses critérios percebemos que na realidade o nimero
de técnicas uteis em rotinas analiticas diminui bastante.

De um modo geral esses critérios justificam as metodologias presentes na
USP XXIX e na EP 5%Ed. HA uma certa redundancia entre os métodos
recomendados, principalmente na caracterizacao da estrutura primaria.

A espectrometria de massas pode substituir os procedimentos mais
tradicionais com a vantagem de ser mais sensivel e precisa. O seu uso seguiria a
tendéncia de aumentar o conhecimento do produto para melhor controlar.

A quantificagdo do biomedicamento € um parametro importante, embora
hoje as monografias s6 apresentem ensaio de poténcia. A maior dificuldade da
implementacdo das metodologias de controle para produtos de origem
recombinante é o estabelecimento de padrdes para ensaios fisico quimicos
guantitativos.

Espera-se que a partir do levantamento bibliografico apresentado nesta
dissertacdo seja possivel escolher e implementar efetivamente os ensaios de
controle de qualidade para biomedicamentos. As informagfes aqui discutidas
servirdo de base para as justificativas, com relacdo a fatores técnicos e
financeiros, no sentido de tornar a relacédo custo-beneficio favoravel.

Por outro lado, para a efetiva implementacdo destas técnicas, em alguns
casos, serdo necessarios estudos interlaboratoriais para melhor estabelecer os

protocolos, antes de oficializar qualquer método na FB.
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