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Caracterizacdo  fisico-quimica da foliculotrofina humana (hFSH)
recombinante e de suas subunidades, por cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em fase reversa: comparagcdo com a preparacdo de
referéncia de hFSH de origem hipofisaria do “National Hormone and Pituitary

Program” dos EUA.

Renan Fernandes Loureiro

RESUMO

Um método de cromatografia liquida de alta eficiéncia por fase reversa (RP-
HPLC) para analise qualitativa e quantitativa do horménio foliculo estimulante
humano integro (hFSH), foi estabelecido e validado quanto a exatidao, precisédo e
sensibilidade. O FSH humano € um horménio glicoprotéico dimérico largamente
utilizado em medicina reprodutiva tanto para diagnostico quanto para terapia. A
metodologia desenvolvida preserva a integridade da proteina, permitindo a analise
da forma heterodimérica intacta, e ndo somente de suas subunidades, como é
normalmente obtida na maioria das condicbes geralmente empregadas. Esta
técnica foi também utilizada para a comparacdo da hidrofobicidade relativa de
preparacdes de hFSH hipofisaria, urinaria e derivadas de células de ovario de
hamster chinés (CHO) bem como de outros dois hormdnios glicoprotéicos,
sintetizados na hipofise anterior: hormdnio humano estimulante da tireéide (hTSH)
e hormonio luteinizante humano (hLH). O menos hidrofébico dos trés hormonios
analisados foi o hFSH, seguido do hTSH e do hLH. Uma diferenca significativa
(p<0,005) foi observada entre o tempo de retengcdo (tr) das preparacdes
hipofisaria e recombinante de hFSH, refletindo diferengas estruturais nas suas
cadeias de carboidratos. Duas isoformas principais foram detectadas no hFSH
urinario, incluindo uma forma que foi significativamente diferente (p<0,005) das
preparacdes hipofisaria e recombinante. Foram demonstradas linearidade da
curva dose-resposta (r=0,9965, n=15) para esta metodologia de RP-HPLC, bem
COmo uma precisao inter-ensaio, cujo coeficiente de variacdo € menor que 4%,

para a quantificacdo de diferentes preparacoes de hFSH e uma sensibilidade da



ordem de 40 ng. Foram também analisados o comportamento cromatografico e a
hidrofobicidade relativa das subunidades individuais das preparacdes
recombinantes e hipofisaria de hFSH. Além disso, a exata massa molecular das
subunidades individuais de hFSH e do heterodimero foram simultaneamente
determinadas por espectrometria de massa MALDI-TOF. A presente metodologia
representa, em nossa opinido, uma ferramenta essencial para a caracterizacao e
controle de qualidade deste hormoénio, que ainda n&do consta das principais

farmacopéias.



Physico-chemical characterization of human recombinant follicle-stimulating
hormone (hFSH) and its subunits by reversed-phase high-performance liquid
chromatography (RP-HPLC): comparison with pituitary hFSH reference

preparation from “National Hormone and Pituitary Program” from USA.

Renan Fernandes Loureiro

ABSTRACT

A reversed-phase high-performance liquid chromatography (RP-HPLC)
method for the qualitative and quantitative analysis of intact human follicle-
stimulating hormone (hFSH) was established and validated for accuracy, precision
and sensitivity. Human FSH is a dimeric glycoprotein hormone widely used as a
diagnostic analyte and as therapeutic product in reproductive medicine. The
technique developed preserves the protein integrity, allowing the analysis of the
intact heterodimeric form rather than just of its subunits, as it is the case for the
majority of the conditions currently employed. This methodology has also been
employed for comparing the relative hydrophobicity of pituitary, urinary and two
Chinese hamster ovary (CHO)-derived hFSH preparations, as well as of two other
related glycoprotein hormones of the anterior pituitary: human thyroid-stimulating
hormone (hTSH) and human luteinizing hormone (hLH). The least hydrophobic of
the three glycohormones analyzed was hFSH, followed by hTSH and hLH. A
significant difference (p<0.005) was observed in tg between the pituitary and
recombinant hFSH preparations, reflecting structural differences in their
carbohydrate moieties. Two main isoforms were detected in urinary hFSH,
including a form which was significantly different (p<0.005) for the pituitary and
recombinant preparations. The linearity of the dose-response curve (r = 0.9965, n
= 15) for this RP-HPLC methodology, as well as an inter-assay precision with
relative standard deviation less than 4% for the quantification of different hFSH
preparations and a sensitivity of the order of 40 ng, were demonstrated. The
chromatographic behavior and relative hydrophobicity of the individual subunits of
the pituitary and recombinant preparations were also analyzed. Furthermore, the
accurate molecular mass of the individual hFSH subunits and of the heterodimer



were simultaneously determined by matrix-assisted laser desorption ionization
time-of-flight mass spectral analysis (MALDI-TOF-MS). The present methodology
represents, in our opinion, an essential tool for characterization and quality control

of this hormone that is not yet described in the main pharmacopoeias.
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1 - INTRODUCAO

O hormonio foliculo-estimulante ou foliculotrofina (FSH), objeto de estudo
do presente trabalho, pertence a familia dos hormdnios glicoprotéicos, que inclui
também o horménio estimulante da tiredide ou tireotrofina (TSH) e o horménio
luteinizante ou luteotrofina (LH), que sdo produzidos e sintetizados na hipdfise
anterior.

O FSH é um importante regulador da funcdo gonadal. No homem, o
hormdnio € importante para a espermatogénese e na mulher, é responsavel pelo
crescimento e maturacdo dos foliculos ovarianos. Este hormdnio possui ampla
utiizacdo no diagnéstico e terapia em medicina reprodutiva, sendo um
componente chave no tratamento da infertilidade. Ele € usado em tecnologia de
reproducdo assistida para o tratamento de varias condigbes anovulatorias,
incluindo sindrome do ovario policistico e estimulo de foliculos multiplos em
relacdo a, por exemplo, fertilizag&o in vitro (1, 34, 38, 41, 52, 55, 64, 71).

As preparacdes de hFSH disponiveis atualmente séo ou purificadas a partir
de urina humana (u-hFSH) ou de origem recombinante (r-hFSH), derivadas de
células de ovério de hamster chinés (CHO), e sdao muito semelhantes ao hFSH
natural (pit-hFSH). O hFSH purificado de urina de mulheres menopausadas esta
disponivel no mercado desde a década de 60. Com o advento da tecnologia do
DNA recombinante foi introduzido também no mercado, a partir de 1996, o FSH
recombinante. Este apresenta vantagens sobre o FSH urinario, uma vez que pode
ser obtido em quantidades ilimitadas e com alta consisténcia de lote para lote.
Outra vantagem € ndo apresentar a potencial presenca e infectividade de prions
como ocorre na preparacao hipofisaria. Uma desvantagem €& com relagdo aos
custos de producédo, sendo que o produto recombinante apresenta custo em
média trés vezes superior ao urinario (80). Embora possuam naturezas diferentes,
ambas as preparaces ndo apresentam diferengas quanto a sua eficacia clinica no
que se refere a taxa de gravidez no tratamento da infertilidade (1, 23, 44).

Atualmente, somente duas preparacdes de natureza recombinante estdo



disponiveis comercialmente e utilizadas clinicamente: Gonal-f®, da indUstria
farmacéutica Serono (32) e Puregon®, da Organon (18, 78). Estas preparacdes
sao obtidas a partir de células CHO transfectadas com os genes das subunidades
do FSH humano (39). E bem descrita na literatura a caracterizacdo destas
preparacdes com relacdo a biopoténcia in vivo e in vitro, imunopoténcia,
distribuicAo de isdmeros de cargas e complexidade de carboidratos. As
preparacdes recombinantes, quanto a carga, sdo muito semelhantes as formas
encontradas no sangue no decorrer do ciclo menstrual, mas diferem
completamente com relacdo a complexidade dos carboidratos, com predominancia
de formas de complexidade intermedidria nas preparacdes recombinantes, ao
passo que durante o ciclo menstrual, h4 predominancia de formas mais complexas
(3, 4,22, 29,51, 68, 75, 83).

O hFSH é uma glicoproteina heterodimérica formada por duas subunidades
(o € B) néo ligadas covalentemente. A seqiéncia de aminoacidos que compde a
subunidade o do hFSH é comum aos outros horménios glicoprotéicos (TSH e LH)
engquanto aquela que forma a subunidade B € Unica, especifica de cada hormdnio
e responsavel por conferir a funcao fisiolégica especifica. A correta estrutura
terciaria de cada subunidade € mantida por pontes dissulfeto. Antes da formacao
do dimero ap, cadeias de oligossacarideos sdo adicionadas a cada uma das
subunidades. As estruturas das cadeias de carboidratos diferem entre os
horménios glicoprotéicos e acredita-se que participam na definicdo da
especificidade biolégica de cada um deles. No hFSH, as subunidades o e
apresentam duas cadeias de oligossacarideos de ligacdo-N, que se ligam nas
asparaginas 52 e 78, no caso da subunidade o e as asparaginas 07 e 24, no caso
da subunidade B. A subunidade o é composta por 92 residuos de aminoacidos e
sua molécula é estabilizada por cinco ligagdes dissulfeto, enquanto a subunidade
B €& composta por 111 residuos de aminoacidos e apresenta seis ligacbes
dissulfeto (32, 42) (Fig. 1 e Tab. 1).



Subunidade alfa

Ala Pro Asp Val GIn Asp Cys Pro Glu Cys 10
Thr Leu GIn Glu Asn Pro Phe Phe Ser Gin 20
Pro Gly Ala Pro 1le Leu GIn Cys Met Gly 30
Cys Cys Phe Ser Arg Ala Tyr Pro Thr Pro 40
Leu Arg Ser Lys Lys Thr Met Leu Val GIn 50
Lys Asn Val Thr Ser Glu Ser Thr Cys Cys 60
Val Ala Lys Ser Tyr Asn Arg Val Thr Val 70
Met Gly Gly Phe Lys Val Glu Asn His Thr 80
Ala Cys His Cys Ser Thr Cys Tyr Tyr His 90
Lys Ser 92

Subunidade beta

Asn Ser Cys Glu Leu Thr Asn lle Thr lle 10
Ala lle Glu Lys Glu Glu Cys Arg Phe Cys 20
lle Ser lle Asn Thr Thr Trp Cys Ala Gly 30
Tyr Cys Tyr Thr Arg Asp Leu Val Tyr Lys 40
Asp Pro Ala Arg Pro Lys lle GIn Lys Thr 50
Cys Thr Pro Lys Glu Leu Val Tyr Glu Thr 60
Val Arg Val Pro Gly Cys Ala His His Ala 70
Asp Ser Leu Tyr Thr Tyr Pro Val Ala Thr 80
GIn Cys His Cys Gly Lys Cys Asp Ser Asp 90
Ser Thr Asp Cys Thr Val Arg Gly Leu Gly 100
Pro Ser Tyr Cys Ser Phe Gly Glu Met Lys 110
Glu 111

Figura 1 — Seqiiéncia de aminoacidos das subunidades o e  do FSH.



Tabela 1 — Caracteristicas do hFSH.

Propriedade Subunidade o Subunidade f

Estrutura primaria

Aminoéacido N-terminal

Pontes dissulfeto
(Cys-Cys)

Sitios de N-glicosilacao

O FSH é eliminado do organismo via filtracdo glomerular (45).

Este horménio possui muitas isoformas resultantes de diferengas na
glicosilacdo e associadas com a variacdo do contetdo de acido sidlico. Isto resulta
em heterogeneidade de carga, com formas acidicas, com mais acido sialico do
que as formas basicas, que diferem quanto a meia vida plasmética e quanto a
atividade bioldgica. As isoformas com alto conteudo de acido sialico tem um baixo
ponto isoelétrico, sdo carregadas negativamente em pH fisiolégico, e ndo séo
facilmente filtradas pelos glomérulos, permanecendo mais tempo na corrente
sanglinea, o que permite afirmar que isoformas mais acidicas tém uma meia vida
mais longa do que as mais basicas, mostrando uma maior atividade bioldgica in
vivo (10, 29, 55).

Um estrito controle da consisténcia de diferentes lotes de hFSH utilizados
clinicamente como agente terapéutico, se faz necessario face a consideravel
heterogeneidade associada a diferentes preparacbes de hFSH, principalmente
relacionada a presenca de diferentes glicoformas (2, 4, 5, 11, 15, 22, 24, 25, 42,
56, 66, 74). Sua identificacdo e andlise sdo principalmente obtidas por técnicas
como imunoensaio (15), bioensaio (67), SDS-PAGE e Western blotting (28, 42, 66,

78) cujas limitacbes sdo bem conhecidas (49, 57) e por determinacdes mais



precisas como focalizacdo isoélétrica (11, 18, 42, 47, 78) e eletroforese capilar
(68).

Uma técnica que também tem sido empregada freqlentemente para a
deteccdo, determinacdo e em estratégias de controle dos horménios hipofisarios,
incluindo o do hFSH é a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) (59).

A HPLC é uma técnica bem estabelecida e tem sido utilizada com sucesso
em diversos campos de aplicacdes. Devido a sua alta eficiéncia de separacéo,
seletividade e especificidade, tem sido uma ferramenta extremamente util para a
obtencdo de informacBes quanto a pureza, identidade, poténcia seguranca e
estabilidade dos hormdnios hipofisarios. A HPLC tem sido, entre as principais
técnicas cromatogréficas, a mais empregada na andlise de impurezas de drogas,
como mostrado por Rao e colaboradores em recente revisdo (58) (Fig. 2). A
absorbancia em luz ultravioleta (UV) é o principal sistema de deteccéo utilizado
nesta técnica (Fig. 3), que assegura adequada confiabilidade, reprodutibilidade,

sensibilidade e velocidade de analise (58).



GC-MS LC-MS

2% 8% MEKC

HPTLC
9%

HPLC
53%

HPLC - Cromatografia liquida de alta eficiéncia 18%

CE — Eletroforese capilar

HPTLC — Cromatografia planar de alta eficiéncia

GC - Cromatografia gasosa

MEKC — Cromatografia eletrocinética micelar

LC-MS - Cromatgrafia liquida - Espectrometria de massa
GC-MS - Cromatografia gasosa - Espectrometria de massa

Figura 2 — Principais técnicas cromatograficas utilizadas para a analise de
impurezas em farmacos: extraido de Rao e col. (58).

UV — Ultravioleta

EL — Evaporativo — Disperséo de luz 94%
FL — Fluorescéncia

EC — Eletroquimico

|IE — Troca ibnica

Figura 3 — Principais sistemas de deteccédo utilizados na HPLC para a analise de
impurezas em farmacos: extraido de Rao e col. (58).



Varios sdo os principios em que se baseia a separacao (“modos”) por HPLC
utilizados para o controle de qualidade dos horménios hipofisérios, incluindo o de
fase reversa (RP-HPLC), interacdo hidrofobica (HI-HPLC), exclusdo molecular
(HPSEC) e troca ionica (IE-HPLC), baseados em diferentes propriedades das
moléculas como hidrofobicidade, tamanho e carga. Altera¢gBes fisico-quimicas e
modificacdes poés-traducionais na estrutura das proteinas que comprometem sua
integridade, podem ser de fato avaliadas por estes tipos de cromatografia (19, 35).
RP-HPLC, HI-HPLC e IE-HPLC sao potencialmente uteis para identificacdo de,
por exemplo, formas desamidadas. A RP-HPLC é praticamente a Unica ferramenta
capaz de identificar formas alteradas originadas por oxidacdo da metionina ou pela
troca de ligacdes dissulfeto. A HI-HPLC e a HPSEC podem ser Uteis para a
determinacdo de formas clivadas proteoliticamente. A HPSEC € a melhor opcéo
analitica para avaliar a provavel presenca de impurezas resultantes de
fragmentacao, agregacao ou oligomerizagdo. Variantes da glicosilagdo podem ser
identificadas por IE-HPLC.

Até o momento, a quantificacdo do hFSH, tem sido principalmente obtida
pelo bioensaio classico in vivo de Steelman & Pohley (67), modificado por Van Hell
e colaboradores (77), por meio de bioensaios in vitro (16, 36, 73, 76) ou por
imunoensaios (9, 15, 29, 50, 62, 63, 69). Uma alternativa viavel aos bioensaios in
vivo, cuja variabilidade intrinseca é superior a 20%, para a quantificacdo do
produto final, é a determinacdo do conteudo de hFSH através de HPLC por
exclusdo molecular (HPSEC), com variabilidade menor que 2% (20, 33). Esta
estratégia de quantificacdo pela massa permite uma estimativa mais precisa do
contetudo de FSH em diferentes lotes, sendo um importante passo em direcdo a
minimizacéo da variabilidade que pode influenciar a resposta ao tratamento com o
hFSH.

A cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa (RP-HPLC) é o
modo de analise por HPLC mais utilizado em uma grande variedade de campos
analiticos, incluindo o controle de qualidade de biofarmacos. Procedimentos

rapidos, alta seletividade, eficiéncia e resolucdo juntamente com consumo



reduzido de solvente tém sido possivel com a utlizacdo de colunas
cromatograficas de fase reversa de alta estabilidade quimica e térmica (13). A RP-
HPLC é uma metodologia robusta que explora as diferencas na hidrofobicidade e
polaridade das moléculas alvo.

Esta técnica tem sido frequentemente utilizada para a caracterizacdo e
controle de qualidade dos horménios hipofisarios humanos, sendo uma ferramenta
bastante (til para detectar e quantificar discretas modificacdes na estrutura
molecular do produto analisado, tanto dos horménios glicoproteicos (43, 46, 49,
59) como daqueles sem glicosilacdo (8, 17, 37, 48, 59, 65, 72). E reportado na
literatura que o hTSH e o hLH, tanto derivados da hipéfise (7, 12) quanto
derivados de células CHO (14, 49), quando em ambiente &cido, eluem como
subunidades separadas (o e B). Estes hormbnios permanecem porém intactos
guando as condi¢cdes de sua eluicdo sdo em pH neutro, com gradiente baseado
em acetonitrila e utilizando colunas de silica tipo C4 (14, 31, 49). Estas mesmas
condicBes porém mostraram-se inapropriadas para o hFSH, sendo observada a
dissociacao parcial deste hormonio.

Na literatura, a maioria dos trabalhos que empregaram a RP-HPLC para a
caracterizacdo do hFSH hipofisario (26, 30, 31, 54) e recombinante (32, 42)
sempre identificaram individualmente as subunidades separadas (o e ). Apenas
um trabalho, o de Hiyama e colaboradores (31) mostrou o hFSH hipofisario
intacto. Neste trabalho foi proposto o uso de duas colunas de RP-HPLC de
diferentes hidrofobicidades, em série, uma com ligante de capacidade de retencéo
menor (C;) e a outra mais hidrofébica (C,), operando a pH neutro. O uso
simultaneo dessas colunas com diferentes hidrofobicidades permitiu a separagéo
dos trés hormonios glicoprotéicos (hFSH, hTSH e hLH) de origem hipofisaria com
manutencdo de sua integridade. Além da complexidade, estas condicbes nao
conseguiram porém diferenciar claramente a subunidade f do hFSH do

heterodimero.



Face ao acima exposto e considerando a larga utilizacdo terapéutica do
hFSH, é de extremo interesse poder identifica-lo, caracteriza-lo e analisd-lo em

sua forma integra, bem como caracterizar suas subunidades.

OBJETIVO

O objetivo do presente trabalho foi desenvolver e validar uma metodologia
original de analise por cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa
(RP-HPLC) para o FSH (heterodimero) de diferentes origens e suas subunidades
em comparacdo com o hFSH natural (preparacdo de origem hipofisaria do
“‘National Hormone and Pituitary Program”), visando sua aplicacdo na
caracterizacdo e controle de qualidade deste horménio. Esta metodologia podera
também ser de grande interesse para a definicdo da monografia deste hormonio, a

ser incluida nas principais farmacopéias.
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2 - MATERIAIS E METODOS

2.1 - Materiais

2.1.1 - Preparacdes hormonais utilizadas
2.1.1.1 - Preparagdes de hFSH utilizadas
2.1.1.1. a - De natureza hipofisaria (pit-hFSH):

e pit-hFSH NIDDK (NIDDK-hFSH-I-SIAFP-2)
e o-hFSH NIDDK (a-hFSH, NIDDK-haFSH-I1-3)
e B-hFSH NIDDK (B-hFSH, NIDDK-hBFSH-I-SIAFP-2)
Estas preparacdes hormonais foram fornecidas pelo "National Hormone and
Pituitary Program" (Torrance, CA, EUA).
e pit-hFSH Nor fornecido pelo Dr. Peter A. Torjesen - "Aker University
Hospital" (Oslo, Noruega).

2.1.1.1. b - De natureza recombinante (r-hFSH):

e GONAL-f® 75 Ul, produzida por "Laboratories Serono S.A." (Aubonne,
Suica).
e Puregon®100 UI, produzido por "N.V. Organon" (Oss, Holanda).
Estes produtos foram adquiridos no SAR - Servico de Atendimento Rapido (S&o
Paulo, SP, Brasil).

2.1.1.1.c - De natureza urinaria (u-hFSH):

e Metrodin HP® 75 UI, produzida por “Laboratories Serono S.A." (Aubonne,
Suica).
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Esta preparacéo foi gentilmente doada pela Serono na pessoa do Sr. Orlando V.

Silva.

2.1.1.2 - Preparacfes de hTSH:

2.1.1.2.a — De natureza hipofisaria (pit-hTSH)

e pit-hTSH NIDDK (p-hTSH NIDDK, NIDDK-hTSH-SIAFP-B2)

e o-hTSH NIDDK (a-hTSH NIDDK, NIDDK-ha TSH-I-SIAFP)

e [-hTSH NIDDK (B-hTSH NIDDK, NIDDK-hBTSH-I-3-SIAFP)
Estas preparagcbes foram produzidas e fornecidas pelo "National Hormone and
Pituitary Program" (Torrance, CA, EUA).

2.1.1.2.b — De natureza recombinante

e Thyrogen®, produzida por "Genzyme Corporation" (Cambridge, USA).

Esta preparacgéao foi adquirida na Collect (S&o Paulo, SP, Brasil).
2.1.1.3 - Preparac6es de hLH
2.1.1.3.a — De natureza hipofisaria

e pit-hLH (pit-hLH NIDDK, NIDDK-hLH-I-SIAFP-2)

Este produto foi fornecido pelo "National Hormone and Pituitary Program®
(Torrance, CA, EUA).



2.1.2 - Reagentes utilizados

Acetonitrila grau HPLC, MALLINCKRODT, Phillipsburg, EUA.

Acido acético, LABSYNTH, S&o Paulo, Brasil.

Acido cloridrico, MERCK, S&o Paulo, Brasil.

Acrilamida, MERCK, S&o Paulo Brasil.

Alcool metilico, MERCK, S&o Paulo, Brasil.

Bisacrilamida, MERCK, Sao Paulo Brasil.

Cloreto de sédio, MERCK, S&o Paulo Brasil.

Coomassie Brilliant Blue G 250, GE HEALTHCARE, Séo Paulo, Brasil.
Dodecil sulfato de sédio (SDS), GE HEALTHCARE, Séo Paulo, Brasil.
Fosfato de amonio bibasico, LABSYNTH, S&o Paulo, Brasil.

Fosfato de sédio monobasico p.a., MERCK, Sao Paulo Brasil.

Fosfato de sédio dibasico p.a., MERCK, Sdo Paulo Brasil.

Glicerol, MERCK, S&o Paulo Brasil.

Glicina, MERCK, Sé&o Paulo Brasil.

Kit MICRO BCA para dosagem de proteina total, PIERCE, Rockford, EUA.
Padrbes de peso molecular, GE HEALTHCARE, Séo Paulo, Brasil.
Persulfato de amonio, MERCK, Sé&o Paulo Brasil.

Sulfato de amoénio p.a., MERCK, Sao Paulo Brasil.

TEMED (N, N, N’, N’ tetrametietilenodiamina), SIGMA, St. Louis, EUA.
TRIS, SIGMA, St. Louis, EUA.

12



13

2.1.3 - Equipamentos e acessorios

e Agitador magnético modelo 258, FANEM, Sao Paulo, Brasil.

e Agitador tipo rotatorio tipo vértex modelo 162, MARCONI, Sao Paulo, Brasil.

e Aparelho de cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) modelo SCL-
10A, acoplado a um detector de UV SPD-10AV e a um programa de
computador Class VP, SHimadzu, MD, EUA.

e Autoclave vertical modelo 103, FABBE-PRIMAR, S&o Paulo, Brasil.

e Balancas analiticas, METTLER, Zurich, Suica, modelos: H20T, P100N e
M5AS.

e Centrifuga modelo LS-3 PLUS, CELM, Séao Paulo, Brasil.

e Centrifuga refrigerada automatica modelo SUPER SPEED RC-2B,
SORVALL, Newtown, Connecticut, EUA.

e Coluna para HPLC de exclusdo molecular TSK G 2000 SW (60 cm X 7,5
mm D.l.), tamanho das particulas 10 um e poros de 125 A, acoplada a uma
pré-coluna SW (7,5 cm X 7,5 mm D.l.), TOSOHAAS, Montgomeryville, PA,
EUA.

e Coluna para HPLC de fase reversa C, VYDAC, 214 TP 54 (25 cm X 4,6 mm
D.l.), tamanho das particulas 5 um, didmetro dos poros de 300 A, acoplada
a pré-coluna 214 FSK 54 (5 um, 1,0 cm X 4,6 mm D.l.), SEPARATIONS
GROUP, Hesperia, CA, EUA.

e Destilador de 4gua modelo 016, FABBE-PRIMAR, Sé&o Paulo, Brasil.

e Freezer — 20 °C modelo 0651, PROSDOCIMO, Séo Paulo, Brasil.

e Freezer —40 °C modelo AB 240, METALFRIO, S&o Paulo, Brasil.

e Freezer — 80 °C modelo 8425, FORMA SCIENTIFIC, Marietta, Ohio, EUA.

e Leitor de micro placas modelo MR 4000, DYNATECH LABORATORIES,
INC., Sullyfield Circle, USA.

e Medidor digital de pH modelo 420 A, ORION, Boston, EUA.

e Membranas para filtragao de 0,22 um, MILLIPORE, Bedford, MA, EUA.
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Placas para microtitulagdo, 96 pogos, com fundo em “U”, DYNATECH,
Chantilly, EUA.

Refrigerador duplex modelo 320 CLEAR, BRASTEMP, Sao Paulo, Brasil.
Sistema de eletroforese vertical HOEFER MINI VE, GE HEALTHCARE, Séo
Paulo, Brasil.

Sistema de purificacdo de agua, MILLIPORE MILLI-Q PLUS, Bedford, EUA.
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2.2 - Métodos

2.2.1 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia - HPLC

2.2.1.1 - HPLC de fase reversa (RP-HPLC)

A RP-HPLC foi realizada utilizando uma coluna C, acoplada a uma pré-
coluna e esta acoplada a uma segunda pré-coluna de silica, localizada entre a
bomba e o injetor. Esta ultima serve como um saturador de silica para proteger a
coluna principal de separacéo da dissolucdo da silica, provocada pela fase mével
(60). A temperatura da coluna foi mantida a 25° C. A deteccao foi feita por
absorbancia em luz ultravioleta (UV), em um comprimento de onda de 220 nm.

A quantificacdo da amostra desconhecida foi obtida através da analise da
area do pico, comparada a area de uma preparacao referéncia. Neste trabalho foi
utilizada como preparagéo referéncia o hFSH pituitario (pit-hFSH Nor).

Foram utilizadas fases moveis diferentes para os horménios estudados
neste trabalho. No caso do hTSH e hLH a fase movel foi: gradiente linear de 25 a
100% de eluente B, sendo o eluente B 50% de acetonitrila mais 50% de eluente A,
onde o eluente A é o tampao fosfato de sodio 0,05 M, pH 7,0. No caso do hFSH as
condicBes utilizadas foram: gradiente linear de 30 a 100% de eluente B, sendo o
eluente B 50% de acetonitrila mais 50% de eluente A, onde o eluente A é o
tampéo fosfato de amonio 0,05 M, pH 8,6.

Para os trés hormoénios o tempo de corrida foi de 40 minutos, com fluxo de
0,5 ml/mim.

Em geral foram processadas aliquotas de 150 — 250 ul de r-hFSH e de u-
hFSH e de 5 — 10 pl do pit-hLH, pit-hTSH e pit-hFSH.

2.2.1.2 - HPLC de exclusédo molecular (HPSEC)

Para a cromatografia liqguida de alta eficiéncia de exclusdo molecular

(HPSEC) foi empregada uma coluna TSKG 2000 SW acoplada a uma pré-coluna.
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A fase movel utilizada foi fosfato de sédio 0,02 M pH 7,0, cloreto de sodio 0,15 M.
A corrida durou 30 minutos, a um fluxo de 1,0 ml/min. A deteccao foi por
absorbancia em UV, em um comprimento de onda de 220 nm.

2.2.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida — dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE)

A eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida 15%, na presenca de
0,1% de SDS, em condi¢des ndo redutoras e redutoras, esta ultima utilizando f-
mercapto-etanol como agente redutor.

Em ambas as condigcbes as amostras foram adicionadas ao tampé&o de

amostra, especifico para cada condi¢céo, na proporcao de 3:1.
Embora classicamente em SDS-PAGE, em condi¢cfes redutoras e ndo redutoras,
as amostras sejam fervidas, para analisar o hFSH em condi¢cdes ndo redutoras
ndo fervemos as amostras, pois estas, quando submetidas a fervura, sofreram
dissociacao parcial. Esta estratégia foi também reportada na literatura por Perlman
e colaboradores (55). Em condicbes redutoras, as amostras foram fervidas
durante 20 minutos e adicionadas ao tampao de amostra.

Em condi¢cdes nédo redutoras o tampdo de amostra utilizado foi: 2 ml de
glicerol 20%, 3 ml de SDS 20% contendo 10 mg de azul de bromofenol (0,1%), 2,5
ml de tris HCI pH 6,8 e gsp 10 ml de agua.

Em condicbes redutoras o tampao de amostra utilizado foi: 1 ml de (-
mercapto-etanol, 2 ml de glicerol 20%, 3 ml de SDS 20% contendo 10 mg de azul
de bromofenol (0,1%), e 2,5 ml de tris HCI pH 6,8 e gsp 10 ml de agua.

O tampéo de empilhamento foi: 6,06 g de tris HCI pH 6,8 e 2 ml de SDS
20% e gsp 100 ml de agua. O tampéo de resolucéo foi: 18,17 g de tris HCI pH 8,8
e 2 ml de SDS 20% e gsp 100 ml de 4gua. Para o tampao de corrida foram
utilizados: 3 g de tris, 14,4 g de glicina e 5 ml de SDS 20% e gsp 1000 ml de agua.

O gel de empilhamento utilizado foi preparado a 5% e composto de: 0,17 ml
de solucéao A:B; 0,13 ml de tris HCI 1,5M pH 6,8; 0,01 ml de SDS 20%; 0,01 ml de
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persulfato de aménio; 0,001 ml de TEMED e gsp 1 ml de agua. O gel de resolucao
foi preparado a 15%, contendo: 2,5 ml de solucdo A:B; 1,3 ml de tris HCI 1,5 M pH
8,8; 0,05 ml de SDS 20%; 0,05 ml de persulfato de amoénio; 0,002 ml de TEMED e
gsp 5 ml de agua.

A solucédo A:B foi: 30 g de acrilamida (A) e 0,8 g de bis-acrilamida (B) e gsp
100 ml de &gua.

A corrida foi realizada com intensidade de corrente de 25 mA e o tempo de
corrida foi de cerca de 2 horas. As amostras foram fixadas por 30 minutos imersas
em solucao fixadora, contendo 50% de metanol, 10% de acido acético glacial e
40% de agua. A coloracao foi realizada com o gel imerso em solu¢do corante
composta por 0,25% de Coomassie Brilliant Blue G 250", 45% de metanol, 8% de
acido acético e 47% de agua, em agitacdo durante aproximadamente 30 minutos.
O gel foi descorado utilizando 10% de acido acético em agua até visualizacao bem
definida das bandas e posteriormente conservado em agua.

A mobilidade das proteinas desconhecidas foi comparada a de padrdes
protéicos (GE HEALTHCARE) de pesos moleculares conhecidos, que variaram de
14,4 a 94 kDa.

2.2.3 - Espectrometria de massa MALDI-TOF

As massas moleculares de diferentes preparacbes de hFSH foram
determinadas por espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix Assisted Laser
Desorption lonization — Time of Flight). Como matriz foi utilizado o &cido
sinapinico (SA).

A analise foi realizada em um sistema “Voyager-DE BioSpectrometry Work-
station”, Applied Biosystems, no laboratério da University of Califérnia at Riverside

- Division of Biomedical Sciences , CA, USA.
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2.2.4 - Determinacédo da quantidade de proteina total

A concentracdo de proteina total foi estimada usando o método “Micro
BCA”. Este ensaio consiste basicamente na detecgao colorimétrica e quantificagao
de proteina total em solucéo diluida apos reacdo com &acido bicinconinico (BCA).
A concentracdo de proteina total de uma amostra desconhecida é determinada a
partir de uma curva de calibragéo que relaciona diferentes concentracdes de soro
albumina bovina pura (BSA), no intervalo de 0,5 a 200 pg/ml, com a absorbancia

correspondente, no comprimento de onda de 540 nm.

2.2.5 - Dissociacéo do heterodimero de hFSH em subunidades alfa e beta

Para esse estudo de dissociagcdo foram utilizadas amostras contendo 5 g
de FSH.

Os seguintes agentes dissociadores foram testados: acido trifluoracético
(TFA), guanidina, uréia e acido acético.

No caso do TFA, a amostra foi incubada durante 30 minutos a 25°C com
0,1% de TFA, pH 2,3 (31).

Quando foi usada a guanidina, o hFSH foi incubado com guanidina 6M, em
tris HCI 0,05 M, pH 8,0 por 16 horas a 37°C (31).

Uréia 8M, em fosfato de sédio 0,1M pH 7,0 foi usada para incubar a
amostra de hFSH, durante 16 horas, a temperatura de 37°C (53).

O acido acético 3M em fosfato de sodio 0,05 M pH 7,0 foi usado para
incubar a amostra de hFSH, durante 16 horas a 37°C (70).
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2.2.6 — Validacédo da metodologia de RP-HPLC padronizada para o hFSH
2.2.6.1 — Exatidao

Amostras com quantidades conhecidas de hFSH (0,55 ng; 1,10 nug; 2,21 nug;
5,52 ug e 11,04 pg) foram quantificadas em triplicata por RP-HPLC. A raz&o entre
a quantificacdo por RP-HPLC e o valor real da amostra, permite avaliar a exatidao

do método.
2.2.6.2 — Linearidade de resposta

Foi determinada uma curva dose-resposta relacionando a area do pico
(unidades arbitrarias, u.a.) X quantidades conhecidas de hFSH (ug). A preparacéo
utilizada para a determinagéo da curva de calibracdo foi pit-hFSH NIDDK. A
linearidade de resposta, no intervalo de 0,55 a 11,04 ug, foi confirmada através do

coeficiente de correlagéo.
2.2.6.3 — Preciséo

A precisédo das medidas das amostras de hFSH efetuadas por RP-HPLC foi
avaliada intra-dia (n=4) e inter-dia (n=3) pelos desvios padrdes relativos (RSD)

calculados por:

onde:
M = média das determinacoes

d = desvio padrédo da média



2.2.6.4 — Sensibilidade

estabelecida para o hFSH, foi calculada com base nos desvios padrdes das
respostas relativas a menor dose aplicada (0,55 ug) e a dose zero (apenas o

tampdao), usando o teste "t" de Student (p=0,05), de acordo com a formulacédo de

O limite de deteccdo (sensibilidade) da metodologia de RP-HPLC

Rodbard (61):

onde:

1 1
Ymin = Yo +tsp n_ +n_
0 1

;- Jsm-l}sfnl—lz
=

Ny +n, —2

Ymin = resposta minima detectavel (area do pico)
Yo = resposta da dose zero

No = numero de replicatas da dose zero

Sp = desvio padréo da dose zero

ni = nimero de replicatas da menor dose aplicada

s; = desvio padrdo da menor dose aplicada

t = valor do "t" de Student correspondente ang+ nj - 2

A dose minima detectavel (Xmin) foi entdo calculada pela curva de

calibracéo estabelecida.
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3 - RESULTADOS

3.1 — Padronizacdo da metodologia de RP-HPLC para anélise do hFSH

Inicialmente utilizou-se como condicédo de trabalho, para analisar o hFSH
em RP-HPLC, aquela previamente estabelecida em nosso laboratério para o
hTSH (49). Esta condicao utiliza um gradiente linear de 25 a 100% de eluente B,
durante 40 minutos, com um fluxo de 0,5 ml/min, sendo o eluente A: tampéao
fosfato de sédio 0,05 M pH 7,0 e o eluente B: 50% de acetonitrila mais 50%
eluente A.

Nestas condi¢cdes obteve-se um perfil como o da figura 4A, onde observa-
se que cerca de 70% do heterodimero dissocia-se em subunidades. As
subunidades foram identificadas comparando-se 0s seus tempos de retengdo com
agueles observados para cada uma das subunidades puras aplicadas
separadamente (Fig. 4B e 4C), sendo que a subunidade p elue com tg de 27,52
minutos e € menos hidrofébica que a subunidade o cujo tg € de 35,76 minutos.
Esta condicdo foi util também para analisar a hidrofobicidade relativa dos trés
hormdnios glicoprotéicos secretados pela hipéfise anterior, sendo o hFSH o
menos hidrofébico dos trés horménios (menor tempo de retencéo), seguido do
hTSH e do hLH (Fig. 5).

Uma vez que nesta condicdo de trabalho a integridade do hFSH nao é
mantida, foram necessarios estudos para adequacdo desta técnica as
caracteristicas do hFSH. O primeiro parametro modificado foi o inicio do gradiente.
Foram realizadas andlises em RP-HPLC, mantendo a mesma fase moével e
variando o inicio do gradiente de 25 a 32% B, e avaliada a formacdo da
subunidade o (Tab. 2). A medida que o inicio do gradiente aumentou, foi
observada uma menor dissocia¢do do heterodimero. A menor dissociacdo ocorreu
com inicio do gradiente em 30% B. Sendo que uma dissociacdo parcial do
heterodimero ainda ocorre nestas condigdes, passamos a estudar a influéncia da

forga ibnica do eluente A nesta dissociagéo.
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Figura 4 — Perfil cromatografico em RP-HPLC de uma preparacao hipofiséria pura de
hFSH (pit-nFSH NIDDK) e suas subunidades. Coluna: C4 Vydac, 214 TP54, 25cm X 4.6
mm D.l., didmetro das particulas 5 pm. A eluicéo foi realizada & temperatura de 25°C,
com um fluxo de 0.5 mL/min e a detecc¢éo foi feita em UV a 220nm. Eluente A: 0.05 M
tampao fosfato de sédio (pH 7.0); Eluente B: 50% acetonitrila + 50% eluente A. Eluicéo,
durante 40 min, com gradiente linear de 25 a 100% B. (A) 5pg de hFSH hipofisario; (B)
5ug de B-hFSH hipofisario; (C) 5pg de a-hFSH hipofiséario. O painel A tem uma escala
diferente comparado aos painéis B e C.
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Figura 5 - Perfil cromatografico em RP-HPLC de diferentes hormdnios glicoprotéicos.
(A) 8,5 pg de pit-hFSH NIDDK; (B) 5 pg de pit-hTSH NIDDK; (C) 5 pg de pit-hLH
NIDDK. Foram utilizadas as mesmas condi¢cdes cromatograficas da Figura 4.
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Tabela 2 — Formacéao de subunidade alfa em diferentes condi¢cdes de gradiente.

Condicéo inicial do gradiente Subunidade o
(% B) (%)

Fixando o inicio do gradiente em 30% B e variando a molaridade do eluente
A, observou-se que o hFSH apresentou menor dissociacdo em tampdao fosfato de

sodio 0,05 M, confirmando a molaridade utilizada para o hTSH (Tab. 3).

Tabela 3 - Formacao de subunidade alfa com diferentes molaridades do eluente A.

Molaridade do eluente A Subunidade «
(M) (%)

Nas condi¢bes acima fixadas, foi avaliada a influéncia do pH do eluente A
na dissociacdo do hFSH (Tab. 4). Os resultados mostraram que a dissociacédo do
hFSH diminue quanto mais basico € o eluente A. Em pH 8,6 ndo ocorreu mais

dissociacao do hFSH.
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Tabela 4 - Formacao de subunidade a observada com o eluente A em diferentes pH.

pH do Subunidade o
eluente A (%)

Durante estes estudos por RP-HPLC foi observado um pico interferente na
mesma posicdo de eluicdo do heterodimero, o que comprometia uma analise
exata do hFSH. Os picos interferentes, referidos na literatura como “picos
fantasmas”, podem ser originados, por exemplo, por impurezas dos reagentes ou
pela natureza do tampéo de eluicdo (82). De fato, a eliminacdo completa desta
interferéncia foi conseguida substituindo o eluente A, fosfato de sédio, por fosfato
de amonio, sem alterar os parametros anteriormente estabelecidos.

Com base nestes estudos, estabeleceu-se a seguinte condicéo de trabalho
para a analise de FSH em RP-HPLC: gradiente linear de 30 a 100% B, durante 40
minutos. Eluente A: fosfato de aménio 0,05M pH 8,6; eluente B: 50% de
acetonitrila + 50% do eluente A.

O hFSH hipofisario analisado em RP-HPLC utilizando a condigdo acima
padronizada apresentou o perfil da Figura 6A, onde é detectado apenas um pico: o
heterodimero. Os perfis cromatograficos das subunidades e o, na condicéo

estabelecida, sdo mostrados nas Figuras 6B e 6C respectivamente.

3.2 — Validacédo da técnica de RP-HPLC para determinacdo quantitativa de
hFSH.

Para a quantificacdo do hFSH, utilizou-se a preparacao pit-hFSH Nor como

padrdo interno de referéncia. O conteddo nominal declarado de 520 ug/ ampola,
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Figura 6 — Perfil cromatogréafico em RP-HPLC do hFSH hipofisario puro (pit-hFSH
NIDDK) e de suas subunidades a e pB. Coluna: C4 Vydac, 214 TP54, 25 cm X 4.6 mm
D.l., didmetro das particulas de 5 um. A eluicdo foi realizada a temperatura de 25°C,
com um fluxo de 0.5 ml/min e a deteccé&o foi feita em UV a 220nm. Eluente A: 0.05 M
tampéo fosfato de aménio (pH 8.6); Eluente B: 50% acetonitrila + 50% eluente A.
Eluicéo, durante 40 min, com um gradiente linear de 30 a 100% B. (A) 5pg de hFSH
hipofisario; (B) 5ug de p-hFSH hipofisario; (C) 5pg de a-hFSH hipofisério.
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baseado na determinacdo de absorbancia, foi também confirmado pela
determinacao de proteina total através do ensaio Micro BCA, tendo sido obtido um
conteudo de hFSH de 574,4 + 40,7 ng/ ampola, (n=4). A qualidade cromatografica
desta preparacao foi confirmada por RP-HPLC, tendo sido obtido um Unico pico

sem a presenca de contaminantes (Fig. 7).

20 20
pit-hFSH Nor
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]
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Figura 7 — Perfil cromatogréafico em RP-HPLC de 5 pg da preparacgéo hipofisaria pura
de hFSH (pit-hFSH Nor).

A presente metodologia de RP-HPLC foi validada quanto a exatidao,
linearidade de resposta, preciséo e sensibilidade.

A Tabela 5 mostra o teste de recuperacéo realizado com quantidades
conhecidas de hFSH, onde foi obtida uma recuperacdo média de 98,9 + 2,93%
com desvio padrao relativo (RSD) de 3%. Foi também demonstrada uma exatidao
perfeitamente aceitdvel para a determinagcdo do hFSH, a correlagdo entre
guantidades do hormdnio adicionadas e recuperadas sendo altamente significativa
(r= 0,9998; p<0,0001; n=5), com um “bias” bem menor do que 1%: Yiecup. =
0,999Xagic. + 0,0003.

Uma curva de calibragdo para a quantificagdo do hFSH por RP-HPLC,

relacionando area do pico com quantidades conhecidas de hFSH, foi estabelecida
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no intervalo de 0,55 a 11,04 pg (Fig.8). A equacédo da curva de calibragdo obtida
foi: Yya= 347,85X,4 + 59,53, onde “u.a.” corresponde a unidades arbitrarias de
area. O coeficiente de correlacdo altamente significativo (r=0,9965; p<0,0001;

n=15) demonstrou a linearidade de resposta no intervalo analisado.

4000 +

3000 S

2000 4

Area (a.u.)

1000 ~

0 T T T T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12
hFSH(ug)

Figura 8 — Curva de calibracdo para n=15 determina¢fes de hFSH por RP-HPLC,
relacionando area do pico com quantidades de hFSH hipofisério (pit-hFSH NIDDK)
conhecidas adicionadas.

Com base nesta calibracdo, a quantificacdo de quatro diferentes
preparacdes de hFSH foi realizada mediante 3 ensaios independentes (Tab.6). A
precisao inter-dias da quantificacdo de pit-hFSH NIDDK, r-hFSH Gonal-f, r-hFSH
Puregon e u-hFSH Metrodin variou de 1,3% a 3,9%. Um bom acordo entre as
determinacdes por RP-HPLC e o contetudo declarado (nominal) foi encontrado
apenas para as preparacoes pit-hFSH NIDDK e u-hFSH Metrodin. Para as duas
preparacdes recombinantes, foi observado um alto “bias” de 114% e 22%
respectivamente para Gonal-f e Puregon. Para o r-hFSH Gonal-f, uma grande
diferenca em relacdo ao valor nominal (+75%) foi também observada quando o
conteudo de proteina total foi determinado pelo ensaio de BCA, obtendo-se o valor

de 9,6 + 1,43 pg/ ampola (n=4). Um melhor acordo (+6%) entre a determinagdo
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por BCA (10,6 + 1,19 ug/ ampola, n=4) e o contetdo declarado (10 ug/ ampola) foi
obtido para o r-hFSH Puregon.

A metodologia de RP-HPLC desenvolvida neste trabalho mostrou-se
bastante sensivel, a dose minima detectavel calculada de acordo com a
formulacdo de Rodbard sendo de 40 ng. A exatiddo desta determinacéo foi
confirmada experimentalmente. De fato, quando uma quantidade conhecida de 40
ng de pit-hFSH NIDDK foi analisada por RP-HPLC, obteve-se um valor médio de

0,041 pg (n=2) diretamente determinado a partir da curva de calibracéo.

Tabela 5 - Recuperacdo de quantidades conhecidas de hFSH hipofisério
guantificado por RP-HPLC.

Quantidade de hFSH Area do pico [l Quantidade média de Recuperacgéo

adicionada (u.a.) hFSH determinada (%)

(ug) (1)

239 £ 15,7

439 £4,0
816 + 18,1
2028 £108,0

3879 £ 283,0

Tabela 6 — Quantificacdo de preparacdes puras de FSH por RP-HPLC.
Preparacéo Contetdo nominal {flContetdo determinado Diferenca com relagéo

de hFSH*? de hFSHP ao valor nominal

(ng/ampola) (ng/ampola) (%)

pit-hFSH NIDDK 109 +1,7¢

r-hFSH Puregon 12,2+ 0,2
r-hFSH Gonal-f 11,8 £ 0,5
u-hFSH Metrodin 54+0,2

 paseado no contetido declarado da ampola

® determinado por RP-HPLC

° RSD expresso como porcentagem da média

4 desvio padrdo de n=3 determinag¢fes interensaio
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3.3 — Andlise qualitativa e caracterizacdo de diferentes preparacdes de hFSH

Neste trabalho foram analisadas preparacdes de hFSH de diferentes
origens: uma hipofisaria (pit-hFSH NIDDK), uma urinaria (u-hFSH Metrodin®) e

duas recombinantes (r-hFSH Gonal-f® e r-hFSH Puregon®).

3.3.1 — Andlise por RP-HPLC

Os perfis de eluicdo obtidos para as preparagdes recombinantes (Fig. 9A e
9B) e urinaria (Fig. 9C) mostram que estas preparacdes sdo mais heterogéneas
que a preparacdo hipofisaria (Fig. 6A). Enquanto as duas preparacdes
recombinantes apresentam uma Uunica forma praticamente idéntica (tr = 25,26
min), a preparacao urinaria apresenta duas formas predominantes com tempos de
retencdo de 23,78 e 24,88 minutos. Alguns picos foram observados entre 5 e 10
minutos, que se devem aos diferentes excipientes presentes. Os tempos de
retencdo obtidos para as diferentes preparacbes de hFSH, em quatro
determinacdes, sdao mostrados na Tabela 7. Uma excelente reprodutibilidade
interensaio nas determinacdes do tr foi observada, com desvio padrao relativo <
1%. Os tempos de retencdo das preparacdes recombinantes foram
significativamente mais altos (p<0,005) do que o da preparacéo hipofisaria. Por
outro lado, o pico 1 da preparacdo urinaria apresenta um tempo de retencao
significativamente menor (p<0,001) do que a preparacao hipofisaria, enquanto o
pico 2 ndo diferiu significativamente nem da preparacdo hipofisaria que da
recombinante (p>0,05). A diferenca entre o pico 1 urinario e o pico principal do
hFSH recombinante ou hipofisario (~6% e ~3%) provavelmente indica importantes

diferencas na estrutura de carboidratos destas preparacoes.
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Figura 9 - Perfil cromatografico em RP-HPLC de diferentes preparacfes comerciais
de hFSH. (A) 2,75 pg de r-hFSH Gonal-f; (B) 3,4 pg de r-hFSH Puregon; (C) 2,75 pg
de u-hFSH Metrodin. Foram empregadas as mesmas condi¢cdes cromatogréficas da
Figura 6.
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Tabela 7 - Variacdo interensaio dos tempos de retencdo obtidos para as
preparacbes de hFSH hipofisaria, recombinantes e urinaria, analisadas em RP-
HPLC.

Preparacgéo Diferenca da preparacéo n° de
hipofisaria (%) determinactes

Hipofiséaria 24,62 + 0,192

Recombinante (Gonal-f) 25,22 + 0,062 +2,4

Recombinante (Puregon) | 25,33+ 0,106 +2,9

Urinaria PICO 1 23,77 £ 0,226 -3,5

Urinaria PICO 2 25,02 + 0,280 +1,6

#Média + desvio padrdo
PRSD desvio padrao relativo (%)

3.3.2 — Andlise por HPSEC

Os perfis cromatograficos obtidos em HPSEC para preparacées de hFSH
de diferentes naturezas sdo mostrados na Figura 10. Os picos que aparecem a
direita do pico principal, entre 20 e 25 minutos, referem-se aos excipientes
presentes nas diferentes amostras. A alta precisdo e reprodutibilidade da
metodologia de HPSEC pode ser observada na Tabela 8. Em quatro
determinacdes, o desvio padrao relativo dos tempos de retencédo das diferentes
preparacdes de hFSH foi menor ou igual a 0,6%. A amostra urinaria apresentou
um tempo de retencdo estatisticamente diferente (p<0,001) com relacdo as

preparacdes recombinantes e hipofisaria.
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Figura 10 - Perfil cromatografico em HPSEC de diferentes preparacdes comerciais
de hFSH. Coluna: TSKG 2000 SW, 60 cm X 7,5 mm D.l., tamanho das particulas 10
um e poros de 125 A. A eluicéo foi realizada a temperatura ambiente, com um fluxo
de 1,0 ml/min e a deteccéo foi feita em UV a 220 nm. Eluente: 0,02 M fosfato de
sodio (pH 7,0), 0,15 M cloreto de sédio. Eluicdo, durante 30 minutos. (A) 3 pg
de pit-hFSH NIDDK; (B) ) 5 ug de r-hFSH Puregon; (C) ) 2,75 pg de u-hFSH Metrodin.
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Tabela 8 - Variacdo interensaio dos tempos de retencdo obtidos para as
preparacdes de hFSH hipofisaria, recombinante e urinéaria, analisadas por HPSEC.

Preparacéo Diferenca da preparacéo n° de
hipofisaria (%) determinacfes

Hipofisaria 15,94 + 0,050

Recombinante (Gonal-f) | 16,00 + 0,044 +0,4

Recombinante (Puregon) | 15,96 + 0,097 +0,1

Urinaria (Metrodin) 15,72 + 0,012 -1,4

#Média + desvio padrdo
PRSD desvio padrao relativo (%)

3.3.3 — Determinacdo da massa molecular de diferentes preparacfes de
hFSH.

A massa molecular de preparacbes de hFSH de diferentes origens foi

estimada por técnicas diferentes:

3.3.3.1 - SDS-PAGE

A mobilidade eletroforética de preparacdes de hFSH de diferentes origens
foi analisada por SDS-PAGE, em condi¢Oes redutoras e ndo redutoras (Fig. 11).
Em virtude da pequena quantidade de hFSH urinério disponivel, esta preparacao
nao foi analisada por esta técnica.

Em condi¢des nao redutoras (Fig. 11A) observou-se uma unica banda, com
massa molecular aparente (M;) entre 43000 e 67000 Da, para as quatro
preparacdes. As preparacdes hipofisarias (pocos 4 e 5) apresentaram uma
migracdo discretamente maior que as recombinantes (pogos 2 e 3). Nestas
condi¢cBes néo ocorreu dissociacao do heterodimero como ficou demonstrado pela
migracdo observada para as subunidades o e p (pocos 6 e 7). J& sob condi¢des

redutoras (Fig. 11B), os perfis eletroforéticos das diferentes preparacoes de hFSH
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(pocos 2, 3, 4 e 5) e das subunidades o e  (pocos 6 e 7) mostraram duas bandas
distintas. A posicao de cada subunidade foi confirmada através da analise das
respectivas subunidades puras de hFSH. No caso do pit-hFSH Nor (poco 4), foi
observada uma dissociacdo apenas parcial, com uma banda correspondente a
sua forma heterodimérica evidenciada entre 43.000 e 67.000 Da,

semelhantemente ao observado na Figura 11A.

M, x 103

67,0
43,0 . . . '..

30,0 1 - marcadores

2 —r- hFSH (Gonal-f)

3 - r-hFSH (Puregon)
20,1 4 - pit-hFSH (Nor)

5 — pit-hFSH (NIDDK)

6 - a-hFSH (NIDDK)

14.4 7 - B-hFSH (NIDDK)
Mx10? 12 3 4 5 6 7 B
67,0
43,0
30,0 - .. -

frond 1 - marcadores
2 —r- hFSH (Gonal-f)
20,1 3 —r-hFSH (Puregon)
4 — pit-hFSH (Nor)
5 — pit-hFSH (NIDDK)
14.4 6 - a-hFSH (NIDDK)
’ 7 - B-hFSH (NIDDK)

Figura 11 — SDS-PAGE de diferentes preparacdes de hFSH e das subunidades o e
B-hFSH NIDDK. (A) condic&o néo redutora; (B) condigcédo redutora.
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A partir destes dados eletroforéticos fez-se uma estimativa da massa
molecular aparente destas preparacfes e de suas subunidades obtendo cerca de
52 kDa e 48,5 kDa respectivamente para r-hFSH e pit-hFSH e de 26,5 kDa e 30,4
kDa respectivamente para as subunidades o e . Estes valores de massa
molecular aparente estdo relativamente de acordo com os valores relatados na
literatura (18, 27, 29, 55).

3.3.3.2 - Cromatografia liquida de alta eficiéncia de exclusdo molecular
(HPSEC)

A massa molecular aparente (MM) de diferentes preparacdes de hFSH foi
também avaliada por HPSEC, a partir de uma curva de calibracéo relacionando os
tempos de retencdo de quatro proteinas com suas massas moleculares (Fig. 12).
A partir da equacao: log MM = - 0,1117 tg + 3,4261, r = - 0,9979 (n = 4), as
massas moleculares estimadas para r-hFSH Gonal-f, -hFSH Puregon, pit-hFSH
Nor e u-hFSH Metrodin foram de respectivamente 45,3, 45,6, 44,8 e 48,4 kDa.
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Figura 12 — Perfil cromatografico do pit-hFSH (Nor) na HPSEC. As flechas indicam a
posicdo de diferentes proteinas: BSA (66,2 kDa), Ovoalbumina (42,7 kDa), r-hGH
(22,4 kDa) e Citocromo C (12,4 kDa).

3.3.3.3 — Espectrometria de massa MALDI-TOF-MS

A Figura 13 mostra o espectro de massa obtido por MALDI-TOF para trés
preparacdes de hFSH. As massas moleculares destas preparacdes e de suas
subunidades sao apresentadas na Tabela 9. A maior massa foi encontrada para a
preparacdo urinaria, enquanto as preparacdes recombinante e hipofisaria
apresentaram massas bem préximas. Um acordo aceitavel foi encontrado entre os
valores experimentais para o heterodimero e aqueles calculados pela soma das

massas moleculares das suas respectivas subunidades.

- |
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Figura 13 — Espectrometria de massa MALDI-TOF de diferentes preparacbes de
hFSH. (A) pit-hFSH Nor; (B) r-hFSH Gonal-f; (C) u-hFSH Metrodin.
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Tabela 9 — Massa molecular relativa ao heterodimero (a+f) e as respectivas
subunidades de diferentes preparacdes de hFSH, determinadas por espectrometria
de massa MALDI-TOF.

Calculado (a+p) [Jl Calc./exp.

pit-hFSH Nor 14467 16509° 29176° 30976°
r-hFSH Gonal-f 14082 16067 28536 30149
u-hFSH Metrodin 15139 17196 32527 32335

*média de duas determinactes

3.4 — Analise e caracterizacao das subunidades de diferentes preparacfes de
hFSH

Diferentes agentes dissociadores, classicamente utilizados na literatura,
foram testados para dissociar o hFSH.

Foram utilizados &cido trifluoracético (TFA), guanidina, uréia e &cido
acético. O hFSH foi incubado com cada um destes agentes de acordo com
protocolos reportados na literatura (31, 53, 70) que estdo descritos com maiores
detalhes no capitulo Material e Métodos. A andlise da dissociacéao foi feita por RP-
HPLC (Tab. 10).

A porcentagem de subunidade o e B calculada, com base nas massas aqui
determinadas por MALDI-TOF é de 46,7% para a subunidade o e 53,3% para a
subunidade .

A guanidina e o acido acético foram eficazes para a dissociacdo do FSH
heterodimérico. Para estudar a dissociacao de diferentes preparacdes de hFSH foi
escolhido o acido acético por ser este um agente ndo desnaturante. Quando
expostas a 3M de &cido acético, overnight, a 37°C, estas preparacdes
dissociaram-se completamente em suas subunidades (recuperagdo ~ 98,2%)
como é exemplificado na Figura 14 para o pit-hFSH Nor. Os tempos de retencéo
dos heterodimeros foram significativamente diferentes (p<0,01) dos tempos de
retencdo das subunidades a e § (Tab. 11). A reprodutibilidade na separacao entre

a forma heterodimérica e as subunidades correspondentes para as diferentes
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preparacdes pode ser observada pelo tempo de retencao relativo (trgr) altamente
constante. Foi observado para a subunidade o um tgg médio de 1,517 + 0,02 (RSD

=1,5%) e para a subunidade § um tgg médio de 1,100 + 0,004 (RSD = 0,4%).
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Figura 14 — Perfil cromatografico em RP-HPLC do pit-hFSH (Nor) antes (A) e apés
(B) aincubacado com acido acético 3M, “overnight”, a 37°C.
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Tabela 10 — Avaliacdo por RP-HPLC da porcentagem de formacdo de subunidades

alffa e beta

dissociadores.

Agente dissociador

acido trifluoracético

apés a

incubacdo do pit-hFSH Nor

a-hFSH formada
(%)
53

B-hFSH formada
(%)
47

45

38

48

com diferentes agentes

Tabela 11 - Tempo de retencao (tg) obtido em RP-HPLC para o hFSH heterodimérico
antes da dissociacdo, tempo de retencdo (tr) das subunidades a e B apoés a

dissociacdo e tempo de retencéo relativo (trr) das subunidades a e p em relacdo ao
hFSH heterodimérico.

Preparacéo

pit-hFSH NIDDK

tr
heterodimero

(min)

24,43 + 0,156

tr
subunidade B

(min)

26,98 + 0,160

tr
subunidade o

(min)

36,63 + 0,198

a
tRR

subunidade f

(min)

a
tRR

subunidade o

(min)

r-hnFSH Gonal-f

25,19+ 0,129

27,62 £ 0,235

38,86 £ 0,214

r-hFSH Puregon

25,29 £ 0,070

27,85+£0,131

38,16 £ 0,127

%tz tempo de retencio relativo determinado em relag&o ao tg do heterodimero
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4 - DISCUSSAO

No presente trabalho foi estabelecida uma metodologia de HPLC baseada
em interacdo hidrofébica (RP-HPLC) que preserva o heterodimero, para analise
qualitativa e quantitativa de preparacdes de hFSH de diferentes origens, duas

hipofisarias, uma urinéria e duas preparac¢des comerciais recombinantes.

Iniciamos as analises de hFSH, via RP-HPLC, utilizando as condicbes
cromatograficas descritas previamente por Oliveira e colaboradores (49) para a
andlise de hTSH em meio condicionado de células CHO. Estas condi¢cdes, embora
levando a uma dissociacdo do hFSH, foram Gteis para determinar uma escala de
hidrofobicidade para os horménios glicoproteicos hipofisarios, sendo classificados
na seguinte ordem decrescente de hidrofobicidade: pit-hLH > pit-hTSH > pit-hFSH,
confirmando dados da literatura (30, 31).

Entretanto para manter o hFSH intacto foi necessario alterar a composi¢ao
da fase movel e as condic¢des de eluicdo. O pH da fase mdvel e a concentracéo de
acetonitrila foram variaveis importantes que afetaram a dissociacdo do hFSH. A
alteracdo da condicao inicial do gradiente de 25% para 30% B e a mudanca de pH
do eluente A de 7,0 para 8,6 foram mudancas essenciais para alcancar este
objetivo. Trata-se de condi¢cbes originais, sendo que condicbes de RP-HPLC
anteriormente descritas na literatura que permitem a avaliacdo de outros
horménios glicoproteicos como hTSH, hLH e hCG, evitando a dissociacdo do
heterodimero, utilizam colunas C4 em pH neutro, ndo tendo entretanto sucesso
quando aplicadas ao hFSH (12, 31). Uma unica condicdo que evita a dissociacéo
do heterodimero do hFSH foi apontada na literatura (31) utilizando duas colunas
com diferentes hidrofobicidades e eluicdo em pH neutro. A metodologia descrita
no presente trabalho utilizou apenas uma coluna (C4), operada em pH basico e
conseguiu, pela primeira vez, uma boa separagdo entre a subunidade p e o

heterodimero (trg = 1,10).
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As novas condicfes foram capazes de detectar diferentes graus de
heterogeneidade nas preparacdes analisadas. A preparacao urindria em particular,
exibiu dois picos predominantes, um deles com tgr significativamente diferente da
forma principal presente nas outras trés preparacdes. Isto pode ser devido a uma
isoforma diferente ou a uma forma oxidada do horménio presente nesta
preparacdo em quantidades significativas, o que esta de acordo com o relatado
por Bergh e colaboradores, que observaram na mesma preparacdo urinaria de
hFSH uma porcentagem de formas oxidadas quatro vezes maior do que no Gonal-
f (6). O pico principal das duas preparacdes recombinantes mostrou-se também
significativamente diferente daguele observado para o horménio hipofisério. Essa
heterogeneidade ¢é provavelmente causada pela presenca de diferentes
glicoformas, como descrito por diversos autores (11, 15, 68, 79).

O método aqui descrito mostrou-se extremamente sensivel para detectar
diferengas estruturais minimas. Segundo El Rassi e colaboradores h& evidéncias
de que a micro heterogeneidade dos carboidratos contribui de alguma forma nas
interacBes moleculares em RP-HPLC (21). O tempo de retencdo, um parametro de
hidrofobicidade, poderia portanto ser usado como um teste de identidade e
qualidade rapido e altamente sensivel ligado a variabilidade na composicdo de
carboidratos. Na Tabela 7 podemos observar uma diferenca significativa (p<0,005)
no tg, comparando a preparacao pituitaria hFSH (NIDDK) e as duas preparacfes
recombinantes de hFSH, 2,44% e 2,88% respectivamente para Gonal-f e Puregon.
Discretas diferencas de hidrofobicidade foram também observadas entre
preparacdes hipofisarias e recombinantes de hTSH, cujas diferencas estruturais

devem ser também apenas relacionadas com diferengas de carboidratos (49).

A validagdo da metodologia de RP-HPLC desenvolvida neste trabalho
mostrou um alto grau de exatiddo, precisdo, linearidade de resposta e
sensibilidade. Este ultimo parametro é de interesse particular uma vez que indica
um limite de deteccdo dificilmente obtido para o hFSH por técnicas fisico-
quimicas. Este limite, estabelecido teoricamente pela formulacdo de Rodbard (61)

foi confirmado, na pratica, por um teste de recuperacdo. Quanto a quantificacdo
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por RP-HPLC das quatro preparacoes de hFSH sob analise (Tab. 6), houve
acordo aceitavel em relacdo ao conteudo declarado para pit-hFSH e u-hFSH, mas
um grande “bias” foi encontrado no caso das duas preparagdes recombinantes.
Embora ndo seja clara a razdo para este “bias”, talvez possa existir uma
interferéncia devido a excipientes especificos presentes nas preparacdes

recombinantes.

Entre as varias condi¢cdes dissociadoras testadas, uma relativamente
suave, acido acético 3M, mostrou-se eficiente para a completa dissociacdo do
heterodimero em subunidades, com uma recuperacao de aproximadamente 98%.
Este método, pratico e flexivel, pode ser aplicado, apds oportuna adaptacdo, a
dissociacdo de qualquer horménio glicoprotéico heterodimérico, recombinante ou
nativo, permitindo a caracterizacdo direta das subunidades individuais. A
caracterizagdo em RP-HPLC das subunidades individuais das preparacoes
recombinantes ou hipofisaria de hFSH revelaram diferengas de hidrofobicidade na
seguinte ordem: subunidade o > subunidade [ e, pela primeira vez, o
heterodimero e a subunidade B puderam ser discriminados, tornando possivel
uma identificacdo direta destas impurezas, cuja auséncia precisa ser demonstrada

em produtos farmacéuticos.

Gracas as condi¢cdes utilizadas neste trabalho para a andlise por
espectrometria de massa (MALDI-TOF) de diferentes preparagées de hFSH, foi
possivel detectar simultaneamente o heterodimero e as subunidades o e B. Isto foi
também observado anteriormente para o hTSH, como descrito por Mendoncga e
colaboradores (46). A obtencdo direta da massa do heterodimero, sem a
necessidade de se efetuar uma ligagdo quimica para impedir sua dissociacao,
aumenta ainda mais o potencial desta técnica de determinacdo de massa
molecular cuja exatiddo é bem conhecida. Isto foi confirmado pelo acordo
encontrado entre os valores experimentais das massas dos heterodimeros e

aqueles calculados pela soma das massas das respectivas subunidades.
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A preparacao urinaria foi a que apresentou maior massa molecular, +11,5%
em relacdo ao pit- hFSH e +14,0% relativamente ao r-hFSH. Esta tendéncia foi
também confirmada via HPSEC, uma técnica menos exata de determinacdo de
massa molecular. Diferencas estatisticamente significativas entre o tg das
preparacdes recombinantes ou pituitaria e a preparacdo urinaria foram também
encontradas por HPSEC, refletindo diferencas de massa molecular (Tabela 8). As
massas das varias preparacdes de hFSH, estimadas por esta ultima técnica,
apresentaram valores bem mais altos daqueles obtidos por MALDI-TOF e
comparaveis as estimativas feitas via SDS-PAGE. Uma diferenca semelhante foi
também observada por Mendongca e colaboradores para o hTSH (46). As
glicoproteinas comportam-se anomalamente em SDS-PAGE, provavelmente por
nao ligarem a mesma quantidade de SDS que as outras proteinas nao
glicoproteicas, o SDS ligando-se apenas a parte protéica das moléculas. A carga
liguida reduzida resultante de menor ligagdo ao SDS diminue a mobilidade
eletroforética do polipeptideo durante a eletroforese, produzindo artificialmente
massas moleculares sobrestimadas (40, 42). Comportamento andémalo
semelhante € também observado para estimativas de massas moleculares por
exclusdo molecular provavelmente relacionado com as propriedades
hidrodinAmicas das moléculas.

A massa aparente obtida por SDS-PAGE, para as preparacdes de hFSH
pituitario e recombinante estdo de acordo com os valores declarados na literatura
por Hakola e colaboradores (27) e Perlman e colaboradores (55), respectivamente
40 e 45 kDa. Também os valores das subunidades o e B obtidos no presente
trabalho estdo proximos dos declarados por Hakola e colaboradores (26 kDa e 28
kDa, respectivamente) (27).

As massas moleculares, determinadas por espectrometria de massa
MALDI-TOF e reportadas na literatura para a preparacdo recombinante Gonal-f
(31271,6) (42) e para uma preparacao pituitaria (27827,1) (81) apresentaram-se
razoavelmente de acordo com as nossas determinacfes, sendo observadas
diferencas da ordem de 5% e ~10%. Ressaltamos que os valores reportados na

literatura referem-se a soma das massas das subunidades o e B, o valor do
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heterodimero sendo calculado por nés, e que a preparacdo hipofisaria analisada
por nés é oriunda de diferentes laboratérios e que as recombinantes, embora da

mesma firma, podem n&o ser idénticas.

Em conclusdo, o alto poder de resolucdo, especificidade quimica,
sensibilidade, robustez e simplicidade do método de RP-HPLC aqui padronizado
podem ser extremamente Uteis para o controle de qualidade de preparagfes de
hFSH e de suas subunidades, especialmente visando o controle farmacéutico
deste hormonio jA amplamente utilizado, mas cuja monografia ainda ndo consta
das principais farmacopéias. Além disso, este método pode ser uma potencial
alternativa para a redugcdo ou substituicAo do uso de animais na avaliagcdo da

poténcia de produtos bioldgicos.
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