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Resumo

O presente estudo visou o bloqueio efetivo de grupos €-amino de residuos de
Lisina em cadeia B de Insulina, Insulina e Proinsulina antes das conversdes enzimaticas
ocasionadas pelo uso combinado de Tripsina e Carboxipeptidase B, limitando o sitio de
restricdo dessas enzimas ao residuo de Arginina e assim diminuindo substancialmente a
presenca do intermediario B-30 Destreonina Insulina durante a producdo industrial de

Insulina Humana.

A condi¢des propostas sdo: 100:1 de reagente em relacdo a amostra em solugdo
tampao Glicina pH 9,0, a temperatura de 23°C com correcdo imediata do pH. As
conversdes enzimdticas foram realizadas sob as condi¢des supracitadas e a cada 2 horas
de conversdo os produtos foram analisados por cromatografia de fase reversa HPLC e

espectrometria de massa MALDI-TOFMS/MSMS e Q-TOFMS.

A perfil full scan obtido por Maldi TOF detectou a diminui¢do dos ions relativos
a Proinsulina m/z 10633 e o aparecimento do fon m/z 5808 relativo a Insulina. A
presenca do fon correspondente a B-30 Destreonina ndo foi verificada quando da anélise
por Maldi TOF possivelmente pela supressao causada pelos demais fons da amostra em
conversdo cuja intensidade relativa era alta. Quando analisados por Q-TOF, o perfil do
espectro apresentado para Proinsulina bloqueada e ndo bloqueada com 2,3-
dimetilmaleico evidencia a diminui¢do da intensidade relativa dos fons multicarregados
m/z 1902 e 1427 referentes a m/z 5708 sugerindo a presenca de B-30 Destreonina
Insulina. Como ion referéncia foi acompanhado a presenca do fon de m/z 1256 relativa
ao componente cauda de Histidina e que mantém a intensidade relativa nas analises Q-
TOF MS das amostras com e sem bloqueio de €-amino corroborando com o tratamento

proposto para a minimizacao da formacao do composto B-30 Destreonina Insulina.
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Abstract

The present study was conducted at the effective blockade of €-amino group of
lysine residues of chain B of Insulin, Insulin and Proinsulin before enzymatic
conversions caused by the combined use of Trypsin and Carboxypeptidase B limiting
the restriction site of these enzymes to Arginine residues and thus decreasing
substantially the presence of intermediate B-30 Destreonin Insulin during the industrial

production of human insulin.

The proposed conditions are: concentration of 100:1 reagent over the sample in
Glycine buffer pH 9,0, temperature 23°C with immediate correction of pH. The
enzymatic conversions were carried out under the above conditions and every two hours
of conversion the products were analyzed by reverse phase HPLC chromatography and

mass spectrometry MALDI-TOFMS/MSMS and Q-TOFMS.

The full scan profile obtained by Maldi TOF detected a reduction of the ions of
Proinsulin m/z 10633 and the increase of the ion m/z 5808 of Insulin. The presence of
the ion corresponding to B-30 Destreonin was not observed when the analysis was made
by Maldi TOF, possibly due to suppression caused by other ions in the sample
conversion whose relative intensity was high. When analyzed by Q-TOF, the
conversion profile of the spectrum presented Proinsulin blocked and not blocked with
2,3-dimetylmaleic shows the decrease in relative intensity of multicharger ions m/z
1902 and 1427 related to m/z 5707, suggesting the presence of B -30 Destreonina
Insulin. As reference ion was followed by the presence of m/z 1256 for the component
Histidine tail that keeps the relative intensity of the Q-TOF MS analysis of samples with
and without blocking €-amino corroborating with the proposed treatment for

minimization of the formation of B-30 Destreonina Insulin compound.
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1 Introducao




1.1 Diabetes: doenca cronica nao transmissivel

As transicdes demografica, nutricional e epidemioldgica, identificadas no século
passado, determinaram um perfil de risco em que as doencas crOnicas nao
transmissiveis (DCNT), por serem altamente prevalentes, de alto custo social e grande
impacto na morbimortalidade da populacdo brasileira € do mundo, assumissem assim,
um papel importante de dnus crescente e preocupante para os governantes (Ministério
da Satide,2004).

O conhecimento sobre a epidemiologia de DCNT, tratamentos e metodologias
para estudos de tendéncia originaram-se nos paises desenvolvidos da America do Norte
e Europa. Também deles procedem os conhecimentos sobre preven¢do e controle. Hoje,
por diversas razdes, os paises em desenvolvimentos estdo reproduzindo, de modo muito
acelerado, a histéria das DCNT dos paises desenvolvidos, com um agravante: a maior
parte da populagdo de todos eles convive com a pobreza e com imensas desigualdades
sociais. Em relacdo ao Brasil as dificuldades em lidar com essas doencas tém um
desafio a mais: a dimensdo continental do pais para implementar programas abrangentes

para a DCNT (LESSA,2004; Moakdad,2001).

A partir dos ultimos anos da década de 1990 e neste inicio do século 21, a
prevencdo para DCNT, em especial das cardiovasculares seguidas do sobrepeso e
obesidade, vem sendo preocupagdo de vdrias organizacdes internacionais, enfatizando
os chamados paises do Terceiro Mundo (WHO,2001; WHO,2002; WHO,2003;
Moakdad,2001) .

Aproximadamente a quatro décadas os brasileiros convivem com 0O excessivo
aumento da mortalidade pelo diabetes. No contexto epidemioldgico e social do Terceiro

Mundo, as previsdes futuras para o Brasil, em relacdo as DCNT, até o momento, sio

2IPéagina



sombrias. Persistem as politicas de saude do Pais em optar macicamente pela medicina
curativa, pelo atendimento e tratamento das DCNT em servicos de urgéncia, emergéncia
ou sob hospitalizacdes. O custo elevado dessas op¢des, obviamente reconhecido, ndo
favorece as mudancas desejdveis. Esse € um aspecto ja bastante conhecido daqueles que
lidam com DCNT, dependente da burocracia, de dificil resolu¢do, impedindo a pratica
da promocao e protecdo da saide (Lessa,2004).

Diabetes Mellitus (DM) € uma sindrome clinica heterogénea que se caracteriza
por anormalidades enddcrino-metabdlicas que alteram a homeostase metabdlica no
homem. As anormalidades enddcrinas tem como elemento fundamental uma deficiéncia
insulinica absoluta ou relativa, que causa importantes transtornos no metabolismo dos
carboidratos, lipideos e proteinas do organismo humano. Estas anormalidades
metabodlicas determinam o aparecimento de sintomas e sinais clinicos tipicos da
sindrome diabética (politria, polidipsia, polifagia e perda de peso corporal). A
investigacdo laboratorial de diabetes e sua classificacio em tipos clinicos foram
padronizados pelo National Diabetes Data Groups (1979) e Organizacdo Mundial de
Saide. O diagnéstico laboratorial de diabetes baseia-se entdo na determinagdo de
glicemia de jejum e quando indicado na realizagdo de um teste de tolerincia a glicose
(OGTT-75g), seguindo técnica padronizada e bem definida. A classificacdo dos
pacientes diabéticos envolve critérios clinicos, etiopatogénicos, fisiopatoldgicos e
evolutivos; caracterizando 4 classes clinicas de diabetes: tipo I(DM 1) ou insulino-
dependente, tipo II[(DM 2) ou ndo insulino-dependente, III(DM 3) - outros tipos de
diabetes e o diabetes gestacional. Define-se ainda um grupo de pacientes ndo diabéticos
mas com diminui¢do da tolerancia a glicose e 2 grupos de individuos com tolerancia a

glicose normal mas com algum risco estatistico para o Diabetes Mellitus (Foss, 1989).
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O Diabetes Mellitus, configura-se hoje como epidemia mundial, representando
grande desafio para os sistemas de saide de todo o mundo (Lessa,2004;MS 2006). A
prevaléncia de DM estd aumentando por causa do crescimento e do envelhecimento
populacional, maior urbanizacdo, crescente prevaléncia da obesidade, sedentarismo e
maior sobrevida do paciente diabético. Em 1995, o DM atingia 4% da populacdo adulta
mundial e que, em 2025, alcancard o montante de 5,4%, visto que nos paises em
desenvolvimento serd observado em todas as faixas etdrias, com predominincia para
grupos etarios mais jovens, em comparagao aos paises desenvolvidos. Nestes tltimos, o
aumento ocorrerd principalmente na faixa etdria de 45 a 64 anos (Ferreira,2009).
Perspectivas recentes avancam na estimativa do nimero de individuos diabéticos,
projetando incremento de, aproximadamente,334 milhdes no mundo sendo no Brasil
11,3 milhdes (Tabela 1) de pessoas para o ano de 2030, dos quais 90% apresentardo

diabetes tipo 2 (DM2) (Wild,2004).

2000 2030
People with People with
Ranking Country diabetes (millions) Country diabetes (millions)
1 India 31.7 [ndia 704
2 China 20.8 China 423
3 .5 17.7 .5, 30.3
4 Indonesia B4 Indonesia 213
5 Japan 6.8 Pakistan 13.9
o] Pakistan 5.2 Brazil 11.3
7 Russian Federation 4.6 Bangladesh 11.1
] Brazil 4.6 Japan 8.9
*] lealy 43 Philippines 7.8
10 Bangladesh 32 Egyp 6.7

Tabela 1- Lista de paises com maior nimero estimado de casos de Diabetes para os anos

de 2000 e 2030. Fonte: Wild, 2004.

Virias sdo as medidas de prevencdo possiveis a DM e por isso constituem
prioridades para a saide publica no mundo. Segundo o Ministério da Satde e a

Sociedade Brasileira de Diabetes (Ferreira,2009; SBD,2006),a prevencdo pode ser
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realizada mediante a identificacdo de individuos em risco (prevencdo primadria), cujo
objetivo € proteger individuos suscetiveis de desenvolver o DM e tem impacto por
reduzir ou retardar tanto a necessidade de atencdo a saide quanto tratar as complicagdes
da doenca (Ferreira,2005), identificacdo de casos nao diagnosticados (prevengao
secundéria) e pelo tratamento dos individuos ja afetados pela doenca, de forma a
prevenir complicagdes agudas e cronicas (prevengdo tercidria).

Na rede publica de saide do Brasil, cerca de 80% dos casos de DM2 podem ser
atendidos predominantemente nos servicos de atencdo bdsica, enquanto os casos de
DM1 requerem maior participacao de especialistas (aten¢do secunddria ou tercidria), em
virtude da complexidade de seu acompanhamento (Ferreira,2009).

Pacientes com DM1 depende de administracdo exdgena de insulina para sua
sobrevivéncia. O melhor tratamento cldssico baseia-se em 3-4 injecOes subcutineas de
insulina por dia, uma intensiva insulinoterapia. Este tratamento é responsdvel por 35-
90% da redugdo do risco de retinopatia, nefropatia e neuropatia comparada com o

tratamento convencional com 1-2 injecdes por dia (Couri,2006).

1.2 Insulina: Um breve Historico

Antes dos pesquisadores descobrirem como produzir a insulina, as pessoas que
sofriam de Diabetes Mellitus 1(DM1) ndo tinham nenhuma chance para uma vida
sauddvel. Entdo, em 1921, cientistas canadenses Frederick G. Banting e Charles H.
purificaram insulina do pancreas de um cdo. Ao longo dos anos os cientistas fizeram
uma melhoria continua na producdo de insulina. Em 1936, foi descoberta uma forma de
liberagcdo mais lenta de insulina no sangue e para isso, foi feito o acoplamento de uma
proteina encontrada no esperma de peixes, chamada de protamina, cujo consumo € lento

no organismo (Dinsmoor,2001).
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Em meados de 1950 a estrutura primadria (sequéncia de aminodcidos) contida na
molécula de insulina foi completamente elucidada pelo bidlogo britanico e ganhador do
Prémio Nobel de Quimica de 1958, Frederick Sanger. Pela primeira vez, a estrutura de
uma proteina fora completamente determinada, mas, ainda faltava a estrutura espacial,
que foi compreendida e demonstrada em 1964 por Dorothy Crowfoot Hodgkin, Premio
Nobel de 1964, mediante estudos de difracdo de raios X (Les Prix Nobel, 1959, Nobel

Lectures, 1972).

Diante de tais fatos e elucidagdes, pesquisadores produziram pela primeira vez
uma insulina sintética nos laboratérios de Panayotis Katsoyannis da Universidade de
Pittsburgh e Zahn Helmut na RWTH Aachen University em 1960 (Fritz 1964,
Federwisch 2002). Na década de 1970, os pesquisadores comecaram a tentar produzir
um composto sintético que fosse o mais préximo da insulina natural e que sua liberagao
fosse mais lenta, com picos atenuados durante as refeicdes (Dinsmoor, 1964). Muitos
pesquisadores continuaram suas pesquisas por uma melhor insulina, mas o método

basico de producao permaneceu sem grandes avangos por décadas.

A insulina foi extraida e purificada do pancreas de bovinos, suinos e caprinos. A
estrutura quimica da insulina nestes animais € apenas ligeiramente diferente da Insulina
Humana como demonstrado na tabela 2, e por isso ela funciona tdo bem no corpo
humano, embora algumas pessoas tenham respostas imunes negativas ou reagdes

alérgicas (Ophardt 2003, Dinsmoor,2001 ).
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Organismo Posicao na Cadeia A Posicao na Cadeia B
8-----9-----10 30
Humano -Thr-Ser-Ile- Thr
Vaca -Ala-Ser-Val- Ala
Porco -Thr-Ser-Ile- Ala
Ovelha -Ala-Gly-Val- Ala

Tabela 2- Diferencas nas estruturas primdrias de insulina de vaca, porco, ovelha e

homem.

Estas diferencas, no entanto, ndo sio significativas na estrutura final e na acdo da
insulina e, portanto, os seres humanos podem usar todos os trés tipos. No entanto,

nenhum dos trés tipos € tdo eficaz como a Insulina Humana (Ophardt 2003 ).

Em meados de 1977, com os avangos da Biologia Molecular e surgimento da era
Biotecnoldgica, foi possivel iniciar a sintese de Insulina Humana Recombinante, um
processo bioquimico multidisciplinar. A primeira Insulina Humana geneticamente
modificada foi produzida em laboratério por Herbert Boyer,1977, utilizando
Escherichia coli, uma bactéria nao patogénica. Em parceria com a Genentech, fundada
por Boyer, Eli Lilly, em 1982, chega ao mercado a primeira Insulina Humana
biossintética sob a marca Humulin (7of,1994). Atualmente, a grande maioria das
insulinas disponiveis em todo o mundo sdo biossintéticas Recombinantes ou analogos

de insulina.

No Brasil, na década de 1990, a Empresa Biobrds, unica fabricante nacional e
quarta maior do mundo naquela época, passou a produzir além da Insulina animal, a
Insulina Humana em larga escala em conformidade com as normas e exigéncias da

Organizacdo Mundial de Satude, a Food and Drug Administration E.U. e outras
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autoridades reguladoras, detendo um montante de 73% do mercado nacional de
insulinas cujo restante do montante era divido entre os dois maiores fabricantes de
insulina mundiais, Lilly e NovoNordisk, que importavam o produto. Em 1997 a Biobrds
faturou R$ 44,7 milhdes, sendo R$ 38,7 milhdes referentes as vendas no mercado
interno ¢ R$ 6 milhdes provenientes das exportacdes. A insulina da empresa era
exportada para o Mercosul, Coréia, India, Rissia e outros paises do Leste Europeu

(Marques 1998).

1.3 Insulina: estrutura
Insulina é um hormdnio polipeptidio secretado pelas células B das ilhotas de
Langerhans do pancreas e composto por duas cadeias de aminodcidos: cadeia A e B que

unidas por pontes de dissulfeto. A insulina é essencial para o metabolismo de

carboidratos, proteinas e lipideos (Kobayash,2008. Kansra.2000. Brobeck, 1976 ).

Na figura 1 sdo apresentadas estruturas nas quais as cadeias A e B sdo

encontradas na Insulina e isoladamente.

Thr-8 i :

Gly-1

Ser-12

chain A

Cys-20

Cys-19 ' 57
f — .
§ Y - A,
chain B f Ea @
B2005 Beta Cell Biolegy Consortium

Figura 1- Arranjo estrutural de Insulina — Residuos encontrados na regido de hélice da
cadeia A (laranja) e B(azul). As duas cadeias sdo unidas via modificagdo pOs-
traducional que inclui a formacdo de pontes dissulfeto (amarelo) na proteina na sua
forma ativa mostrada sobre os angulos de 180° e 90° eixo y.
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Sem insulina, a glicose se acumula no sangue e as células sdo acometidas de
falta da sua principal fonte de energia. Alguns dos sintomas que podem ocorrer incluem
fadiga, infec¢des constantes, visdo desfocada, dorméncia, formigamento nas maos ou
pernas, aumento da sede e retardo na cicatrizagdo de feridas ou cortes. Diante dessa
situacdo as células tem a rota metabdlica de 4cidos graxos ativada sendo esta uma fonte
de energia armazenada para situacdes de emergéncias. Quando isso acontece por um
longo periodo de tempo, o figado libera grandes quantidades de corpos cetdnicos,
produto da via metabdlica de dcidos graxos, que acidificam o sangue e podem causar

alteracdes da consciéncia, levando ao coma (Dinsmoor,2001 ).

A descoberta da insulina esteve intimamente ligada ao conhecimento da natureza
da Diabetes Mellitus (Brobeck,1976), uma vez que para tratar pacientes diabéticos era
necessario o desenvolvimento de insulinoterapia, quem vem sendo utilizada desde 1922
quando o primeiro paciente foi submetido a tratamento feito por Banting e Best. No
entanto, isto ndo constituiu uma cura € nem previne o aparecimento de complicacdes

cronicas deletérias (Kobayash,2008).

1.4 Insulina: Natureza quimica

A insulina € uma molécula globular de peso molecular 5808 Daltons, composta
por duas cadeias de aminodcidos: cadeia A que tem 21 aminodcidos e cadeia B que tem
30 aminodcidos. A duas cadeias sdo unidas por pontes de dissulfeto entre duas cisteinas
CYS A7e CYS B7e CYS A20 e CYS B19. Adicionalmente uma ponte dissulfeto intra-
cadeia conecta CYS A6 e CYS All forma um anel dissulfidico intracadeia (Smith

1985), como mostra a Figura 2.
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Figura 2- Sequéncia primdria de Insulina Humana por Smith 1985

Este hormoOnio contém uma alta propor¢do de residuos hidrofébicos e
prontamente se associam em solu¢do para formar dimeros, e sob certas condigdes,
polimeros.No organismo, a insulina é produzida e armazenada como um hexamero
(uma unidade de seis moléculas de insulina), enquanto a forma ativa € o mondmero

(Dunn 2005).

O hexamero € uma forma inativa, com estabilidade a longo prazo, que serve
como uma forma de manter disponivel e protegida a insulina altamente reativa. A
conversdao de hexamero a mondmero é um dos aspectos centrais das formulacdes de
insulina injetdvel. Por ser o hexdmero muito mais estdvel que o mondmero este é
desejavel por razdes préticas, no entanto o mondomero € uma droga muito mais rapida
porque a taxa de difusdo € inversamente relacionada ao tamanho da particula. A rapida
reacdo de drogas significa que as injecdes de insulina ndo tem que preceder as refeicoes
por hora, o que dd mais flexibilidade aos diabéticos em sua programacgdo didria (Dunn

2005).

A atividade da insulina parece estar relacionada intimamente com uma forma

tridimensional peculiar, determinada por sua estrutura primdria de aminodcidos. Esta
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forma tridimensional € estabelecida pelas ligacdes de dissulfeto e a perda bioldgica
ocorre quando essa ligacdo € quebrada (desnaturacdo) por calor excessivo ou exposi¢ao
a bases e dlcalis, mesmo que ndo haja mudanga na estrutura primdria da proteina. Essas
pontes dissulfeto sdo também biologicamente importantes e a sua ruptura por agentes

redutores resultard na perda total da eficiéncia da insulina (Brobeck, 1976 ).

1.5 A Expressao Génica da Insulina Humana

O gene da insulina é expresso em altos niveis no interior de células B do
pancreas, constituido por aproximadamente 340pb. Vdrios elementos glicose
responsivos tem sido identificados nesta regido e a regulagdo fisioldgica da expressao
desses genes depende da cooperatividade e sinergismo das interagdes entre fatores
ligantes de DNA e coativadores. A glicose é o maior regulador da expressdo génica de
insulina, ela ativa a transcri¢cdo e estabiliza RNA mensageiro (mRNA) de insulina.
Adicionalmente, a expressao desse gene pode ser estimulada pelo peptideol glucagon-
like, hormdnio de crescimento e hormoénios lactogénicos e inibido por epinefrina,

somatostatina, glucagon e leptina (Poitout,2003).

A traduc@o do mRNA de Proinsulina a proteina preProinsulina ocorre de forma
tipica em muitos eucariotos. Em geral, os nutrientes que estimulam a secrecdao de
insulina, no qual glicose ¢ o mais fisiologicamente relevante, também estimula a
biossintese de Proinsulina a nivel traducional. O controle especifico de glicose
induzindo a biossintese de Proinsulina nas células B reside nos elementos cis das regides
S'e 3'-UTR do mRNA de preProinsulina. Em seguida a Proinsulina € translocada ao
Idmen do reticulo endoplasmatico rugoso onde o enovelamento correto da Proinsulina é

feito e a proteina pode entdo ser enviado através de vesiculas de transporte para o

complexo de Golgi na por¢do cis (Poitout,2003).
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O principal local para a transformagdo da Proinsulina biologicamente ativa € o
compartimento de granulos imaturos das células B. A Producdo de insulina ocorre
através de protedlise limitada da molécula precursora Proinsulina, que é catalisada por
duas endopeptidases (proteina convertase 2, PC2, e proteina convertase 3, PC3, também
conhecidas como PC-1) e uma exopeptidase C conhecida como carboxipeptidase-H

(CP-H) (Poitout,2003).

1.6 Proinsulina a Insulina : obtenc¢ao, conversao enzimatica e purificacao

A Insulina é um hormoénio peptidico produzido inicialmente como Proinsulina
na membrana do reticulo endoplasmdtico rugoso das [ células das ilhotas de
Langerhans. A Proinsulina é uma molécula de 10627 Daltons onde se tem Peptideo C
(34 residuos de aminodcidos) unindo o comeco da cadeia A (21 residuos de
aminodcidos) ao final da cadeia B(30 residuos de aminodcidos) Figura 3. A Proinsulina
sofre clivagens proteoliticas nas vesiculas secretdrias do complexo de Golgi resultando

em insulina e peptideo C, mostrado na Figura 4 (Walsh ,2004,; Cruz, 1997).

Proinsulina Vetor Biomm S.A.

Peptideo B

Figura 3- Sequéncia de aminodcidos da Proinsulina Humana cujo gene estd
inserido no vetor de e.coli patenteado pela empresa Biomm S.A. Em azul estd
representada a cauda de Histidina, em vermelho a cadeia B, em branco o peptideo C
e em amarelo a cadeia A. O destaque em verde se faz para as Lisinas e preto para as
Argininas ambos sitio alvo da Tripsina.
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Figura 4 —a) Percurso de conversdo proteolitica de Proinsulina a Insulina no
organismo Humano e b) esquema de conversdo de Proinsulina a Insulina no percurso
citado Walsh, 2004.

A insulina administrada em pacientes diabéticos foi, por muito tempo, obtida de
pancreas bovino e suino sauddveis. A insulina suina é considerada levemente vantajosa
em relagdo a bovina pela sequencia de aminodcidos muito semelhante e por isso menos

reacdes imunoldgicas indesejaveis (Cruz, 1997).

A purificagdo da insulina bovina e suina, para fins terapéuticos, foi realizado
pela primeira vez na década de 1920. Esta purificacdo consistia na extragdo da insulina
do pancreas com dlcool e 4cido e a insulina obtida era muito impura. Em 1926, a
Insulina foi cristalizada pela primeira vez mas pouco se entendia sobre o processo de
cristalizacdo, o que impossiblitava a cristalizacdo de insulina do extrato bruto do tecido
pancredtico. Posteriormente, os cristais eram isolados e recristalizados afim de diminuir
o elevado teor de contaminantes. A essa insulina recristalizada dava-se o nome de
insulina convencional. Embora tal processo de cristalizacdo fosse na verdade uma

grande purificacdo de insulina vdrias insulinas modificadas permaneciam na insulina
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convencional tais como Argenino-insulina, Desamino-insulina, ésteres de insulina e
dimeros de insulina, formados no processo de extracdo com dlcool e 4cido. Além de
insulinas modificadas, o produto final da conversdo ainda continham peptideo C, a
Proinsulina e outros peptideos vasoativos intestinais como o glucagon e a somatostina.
Tal método ¢é considerado relativamente ineficiente para os padrOes atuais

(Walsh.1994,Cruz. 1997).

Os produtos encontrados na insulina convencional afetavam, de lote para lote
numa variacdo de até 25%, a poténcia da insulina final e frequentemente causavam
complicagdes clinicas quando administradas nos pacientes diabéticos por induzir a
producdo de anticorpos contra elas, gerando resisténcia progressiva e aumentando as

suas necessidades diarias de hormonio (Walsh, 1994, Cruz, 1997).

Tal fato se torna extremamente relevante levando em consideracdo que os
pacientes diabéticos necessitam de mais de uma injec¢do de insulina por dia durante toda
a sua vida e a administracdo repetida de tais compostos imunogénicos podem levar a
uma forte resposta imunoldgica do tipo inflamag@o e causar abscessos nos locais de

aplicacdo (Walsh,1994).

Desde entdo, a pesquisa por insulinas mais puras e semelhantes a humana
evoluiu muito, esses inconvenientes foram parcialmente sanados através de tecnologia
apropriada que passou a produzir insulinas mais puras, diminuindo os efeitos colaterais,
principalmente as alergias, a resisténcia ao hormonio e as lesdes de pele nos locais de

aplicacdo (Cruz, 1997).

A Insulina Humana é comercialmente fabricada por fermentacdo microbiana
usando Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae ou Pichia pastoris. Em um desses

processos apds passos sequenciais de purificacdo, o precursor de Insulina Humana
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composto de cadeia B, peptideo C e cadeia A € convertido a forma auténtica de insulina
por modificagdes enzimadticas in vitro com tripsina e carboxipeptidase B. O produto

final da reacdo € insulina e peptideo C (Young-Jin Son et al.,2009).

Entretanto, modificagcdes enzimdticas da Proinsulina usando tripsina e
carboxipeptidase, geralmente causam grande actimulo de derivados de insulina em
misturas altamente complexas de peptideos que dificultam o processo de purificacio e

ocasiona perdas no rendimento (Butler, 1969).

Em alguns casos, derivados inativos de proteinas alvo recombinante sdo
formados por carbamilagdo, protedlise, desaminacdo, oxidacdo da metionina ou liga¢ao
covalente ndo especifica. Alguns dos derivados de Insulina Humana ap6s a modificagcdo
enzimética sdo insulina A *'-desamino, insulina des-treonina (B30), insulina arginil—(Ao),
insulina diarginil—(B31—B32). Estas insulinas sdo formadas durante todo o processo de
purificagdo onde a Insulina Destreonina € obtida quando a Treonina 30 localizada na
cadeia B da Proinsulina € clivada por tripsina. Consequentemente a formacdo de uma
quantidade substancial desses derivados de insulina na conversdo enzimdtica e na
purificacdo poderia aumentar os custos efetivos da producdo de Insulina Recombinante

(Butler, 1967).

A formacido destes intermedidrios ocorre pela acdo enzimdtica da Tripsina, uma
enzima proteolitica da Familia Serino Protease, restrita aos sitios carboxiterminal dos
residuos de Lisina e Arginina, exceto no caso destes residuos serem seguidos de um
residuo de Prolina. Ocasionalmente, a presenca de outras proteinas dessa mesma familia
como a Quimiotripsina, cuja acdo enzimdtica € restrita aos sitios de clivagens
carboxiterminal dos residuos hidrofébicos de Tirosina, Fenilalanina, Triptofano e

Metionina, exceto no caso destes residuos serem seguidos de um residuo de Prolina,
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podem ser notadas quando os processos de obtencdo e purificagdo da Tripsina ndo

conferem alto grau de pureza.

O sitio ativo das enzimas da Familia Serino Protease € uma triade catalitica
formada pelos residuos Asp102, Ser195 e Hys57 mostrados na Figura 5 . Esse conjunto
de aminoécidos foi identificado na estrutura da quimiotripsina por David Blow em
1967. A triade catalitica é parte de uma extensa rede de ligagdes de hidrogénio e por

i1sso também € chamada de sistema de dispersdo de cargas (BLOW, 1997).

II::"E' Hya57 '?If;;.' Hysi7
] i
A c Qi
H, sert H B Sar1d
2 — L ;—7

S

s

Figura 5- Triade catalitica da familia Serino Protease composta por Histidina 57,
Serina 195 e Aspartato 102.

Os residuos da triade localizam-se na entrada do bolso de ligagdo do substrato.
ONe2 do residuo Hys57 esté posicionado de modo favordvel a aceitar um préton do OH
da Serl95, durante o ataque nucleofilico a carbonila do substrato. O grupo Aspl02,
carregado negativamente, serve para estabilizar a carga positiva formada sobre o residuo

de Hys57, fazendo uma ligagcao de hidrogénio com o N&1 da Hys57.

Esse sistema de dispersdo de cargas torna o dtomo de oxigénio da Ser195 um
poderoso nucledfilo e permite a hidrélise da ligacdo peptidica em milissegundos em
alguns sistemas biologicos (PERONA,1995). As diferentes especificidades entre as
enzimas desta familia se devem a pequenas modificacdes estruturais. Na Tripsina, um

residuo de Aspartato (Asp189) estd presente no fundo do sitio S1 “pocket” no lugar do
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residuo de Serina na Quimiotripsina. O residuo de Aspl89 atrai e estabiliza a carga

positiva do residuo de Arginina ou Lisina no substrato (Stryer, 2006).

Afim de reduzir a quantidade de contaminantes destes intermedidrios da
conversdo enzimdtica no produto final, o processo de recristalizacdo da insulina,
atualmente, € acoplado a etapas de purificacdo por cromatografia. A primeira técnica a
ser utilizada foi cromatografia em gel, a qual separava os contaminantes de alto peso

molecular, como enzimas e dimeros de insulina.

. . L, . . . . 21
Entretanto, alguns contaminantes ainda eram perceptiveis tais como insulinaA” -
. . . 30 . .. 0 . . .. 31 32
desamino, Insulina Destreonina (B™"), Insulina arginil-(A"), Insulina diarginil-(B” -B™),
dentro de uma limitada significincia clinica. A Insulina obtida por meio desta técnica
cromatogrifica é chamada Insulina de pico simples. Uma etapa adicional que reduz
ainda mais os niveis de contaminantes € a cromatografia de troca-idnica no qual os
padrdes aceitdveis sdo de até 10ppm para Prolnsulina e 1% para proteinas de alto peso

molecular (Cruz, 1997).

Desde a década de 1960 vdrias tecnologias foram desenvolvidas para otimizar o
processo de producdo em escala industrial , dentre eles o processo de modificagdo
enzimatica da Insulina suina e da Insulina produzida por microrganismo recombinantes

por meio de técnicas de engenharia genética (Cruz, 1997).

O processo de modificacdo enzimatica da Insulina suina a Insulina Humana foi
utilizado pela primeira vez no inicio dos anos 1970 e leva em consideracao o fato de que
o residuo 30 da cadeia B de Insulina suina € a alanina e na Insulina Humana este residuo
€ uma treonina. A Insulina suina € entdo tratada com tripsina que cliva a cadeia B entre
os residuos 22 e 23(octopeptideo) , 29 e 30. A cadeia de Insulina restante (2487.89Da) e

esse octopeptideo sdo separados e um octopeptideo sintético (941.97Da) de sequéncia
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semelhante a da por¢do entre os residuos 22 e 30 na cadeia B de Insulina Humana é
adicionado a molécula de Insulina suina, processo demonstrado na figura 6(a), 6(b) e 7,

e purificada posteriormente (Wals.1994,Cruz.1997).

[T (e ni,

Figura 6- (a) Pontos de clivagem triptica na Insulina suina, (b) octopeptideo
sintético de Insulina Humana por Wals.1994.
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Figura 7- Clivagem Tedrica com Tripsina e Carboxipeptidase B da molécula de
Proinsulina.

A determinacdo da atividade enzimética envolve a medida da velocidade de

reagdo. Segundo a Enzyme Commission,” uma unidade (U) de atividade é a quantidade
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de enzima que catalisa a transformagdo de 1 micromol de substrato ou a formagao de 1
micromol de produto por minuto”, nas condi¢des estabelecidas do ensaio (temperatura,
pH, concentragdo de substrato). A atividade especifica € expressa em termos de

atividade por miligrama de proteina (U/mg).

A atividade enzimadtica pode ser medida com a enzima pura e em condi¢des de
concentracdo de enzima e substrato, temperatura e pH, tais que permitam que a
velocidade de reacdo seja maxima, o que significa que o substrato [S] deve estar em
concentracdo elevada, de modo a permitir que toda a enzima [E] seja transformada em
um complexo ativado [ES]. Neste caso, a velocidade [V] da reacdo é proporcional a

concentracdo enzimética e também proporcional ao complexo ES (Kieling,2002).

1.7 Bloqueio reversivel de grupos €-amino

Muitos esforcos tém sido direcionados para diminuir o complexo de peptideos
gerados na conversdo enzimdtica com tripsina pela limitacdo desta acdo em ligacdes
envolvendo residuos de Arginina e Lisina. Reagentes quimicos que causam modifica¢ao
reversivel de grupos amino especificos, €-amino para residuos de lisina e N-terminal
podem ser usados com o objetivo de menor efici€ncia catalitica nos sitios de clivagens
(Son 2009, Butler 1969). Exemplos de possiveis bloqueios sdo apresentados para a
cadeia A e B de Insulina, dispostos em posicdes acessiveis na estrutura tridimensional

resolvida de Insulina, Figura 8 , e de Prolnsulina, Figura 9.

Depois de purificado com passos de fracionamento mais simples, os peptideos
cujos €-amino encontram-se bloqueados sofrem regeneracdo dos residuos de lisina em

um pH 4cido e retorna a sua forma ativa (Butler, 1969; Dixon,1968).
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Figura 8- Exposicao dos residuos alvos da Insulina Humana na rea¢do com anidrido 2,3-
dimetilmaleico. Lisina 28 (vermelho) e Fenilalanina 1 (verde) na cadeia B e Glicina 1
(amarela). PDB 2KJJ.Rotacao das figuras: 0° de 180° eixo Xx.

Figura 9- Exposicdo dos residuos alvos da reacdo de bloqueio em Proinsulina
Humana. Fenilalanina 1(verde) N-terminal, €-amino de Lisina 64 e 28 (amarelo)
respectivamente. PDB 2KQP.Rota¢des das figuras: 0°,270° eixo x e 45° eixo y
respectivamente.

Outros métodos de bloqueio reversivel de grupos de aminodcidos ja foram

desenvolvidos e os produtos derivados variam amplamente com as condicdes de
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estabilidade e propriedades fisico-quimicas das proteinas, como comportamento na

presenca de diferentes pH.

Alguns exemplos sao trifluoracetilacao proposta por Goldberger & Anfinsen em
1962 que remove cargas positivas dos grupos aminodcidos modificados; amidinagao,
proposta por Hunter & Ludwig em 1962, que mantém as cargas positivas; maleilacao
(anidrido maleico) proposto por Butler em 1967, tetrafluorosuccinilagdao por Braunitzer,
Beyreuther, Fujiki & Schrank em 1968 e a citraconilagdo (anidrido citracOnico) que
reagem com o grupo €-amino da lisina e a-amino no N-terminal de proteinas, na sua
forma ndo protonada, convertendo-os de bdsicos para grupos 4cidos. Assim,o efeito é
alterar a carga liquida da proteina em duas unidades de carga por modificacdo quimica.
Essa reacdo ocorre entre pH 7,0 e 9,0 e € realizada utilizando um excesso de
aproximadamente 50 vezes a concentracdo de anidrido sobre proteinas nativas ou

carboximetiladas (Aitken,2002; Dixon, 1968).

A grande variedade de faixas de pH e temperaturas sobre os quais os diferentes
derivados sdo estdveis devem permitir que um derivado adequado seja utilizado por
qualquer cadeia polipeptidica, apesar da grande diversidade de comportamentos e

estabilidade das proteinas individuais (Dixon, 1968).

1.8 Espectrometria de Massas Aplicada a Analise de proteinas

A Espectrometria de Massas (MS) hoje, constitui uma das técnicas instrumentais
mais abrangentes da ciéncia, com amplas aplicacdes em diversas dreas da quimica,
biologia, ciéncias médicas e tecnoldgicas. Isto se deve a recentes avancos em
instrumentacdo e ao desenvolvimento de novas técnicas de ionizagdo que a

revitalizaram.
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A espectrometria de massas € uma técnica de andlise existente hd quase um
século, porém, inicialmente era restrita a andlise de gases, substancias com altas
pressdes de vapor e termicamente estiveis. Com a motivacdo comercial gerada pela
utilizacdo desta técnica na inddstria do petréleo, onde € utilizada até hoje
(Baldwin, 1995), muitas inovagdes além da ionizagdo eletronica (EI) foram realizadas,
como o desenvolvimento dos analisadores quadrupolo (1953), a espectrometria de

massas de alta resolu¢@o (1956) e o acoplamento com cromatografia gasosa (1957).

Mesmo com estas evolugdes, a espectrometria de massas ainda era limitada em
relacdo ao tipo de substancias analisdveis. Os problemas com a aplicacio da
espectrometria de massas para andlises de sequéncias envolviam inicialmente a geracao
de fons peptidicos na fase gasosa e subsequentemente obtencdo da informacao estrutural
que poderiam ser relacionadas com a sequéncia peptidica. Entre as décadas de 80 e 90 a
andlise dos fons peptidicos foi viabilizada com o advento da técnica de ionizacio FAB
(Fast Atom Bombardment) e a comercializagdo de eletrospray e MALDI( matrix-
assisted laser desorption/ionization), porém estas técnicas apresentavam problemas:
baixo limite de massa molecular analisavel (~1000 Da) , presenga de fons indesejaveis
provenientes da matriz utilizada por FAB, e a operacio bastante complexa de ambas as
técnicas.

Atualmente, as andlises podem ser feitas por técnicas de ionizacdo brandas,
como ESI (Electrospay), que operam em pressdo atmosférica , e por Maldi, que produz
peptideos protonados, e que dirigem hoje o desenvolvimento de novos instrumentos
com grande rapidez, sensibilidade de picomol a fentomol e seletividade (Dettmer,
2007). A evolugdo das técnicas de ionizacao e dos analisadores tornou possivel a andlise
qualitativa e quantitativa em uma faixa de massas praticamente ilimitada, além de

possibilitar o acoplamento com a cromatografia liquida, incompativel com as técnicas
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de ionizagdo anteriormente citadas devido a interface entre o espectrometro de massas,
cuja fonte de ionizacdo opera em uma regido de alto vacuo, e o cromatégrafo liquido.
As espécies observadas em ESI e MALDI sdo chamadas protonadas [M+H]",
desprotonadas [M-1H] ou de fons adutos quando na presenca de Na*, K, NH," e CI ',
por exemplo, sendo representados por [M+Na]*, [M+K]", [M+NH4]" e [M+CIT".
Cristais de proteina/peptideo sao formados quando misturados a matriz como: O-
Cyano-4-hydroxycinnamic acid (o-Cyano), sinapinic acid (SA) e 2,5-dihydroxybenzoic
acid (DHB), utilizados em Maldi como mostra a Figura 10 a) que sob a¢do do laser,
absorve energia das moléculas da matriz e transfere cargas para as moléculas da amostra
formando {fons com energia interna muito alta, mostrado na Figura 10 b), e

consequentemente muitos fragmentos podem ser analisados em seguida pelo analisador

TOF.

Matrix Assisted Laser
Desorption lonization

20,000 V

pulsed
laser light

ions desorbed from matrix

Figura 10- a) Peptideo/amostra e matriz (DHB,caciano,etc), b) Fonte de
ionizacgdo a laser assistida por matriz.

Na técnica de ionizacdo branda, representado aqui por ESI Figura 11, a
informacdo estrutural € muito pouca ou nenhuma, pois os fons gerados tém baixas
energias internas, o que resulta em espectros de massas com picos intensos relativos a
moléculas protonadas ou desprotonadas e pouca ou nenhuma informacdo sobre picos

relativos a fragmentos. Esta auséncia de informacdo estrutural impulsionou o
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desenvolvimento de técnicas de fragmentacdo induzidas,

€ com isso surgiu a

espectrometria de massas fandem ou sequencial (MS/MS), onde geralmente os

fragmentos sdo gerados por dissociagcdo induzida por colisdo (CID), ou seja, pela colisao

do ion gerado na fonte de ionizacdo com uma molécula de gés (tipicamente argdnio) em

uma camara de colisdo.
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Figura 11— Esquema do processo de ionizacdo por Fonte Eletrospray.

1.9 Fingerprinting e Espectrometria de Massa

O fingerprinting ou perfil metabdlico € a andlise de um conjunto de amostras de

forma rapida e em que um grande e diferente nimero de metabdlitos é avaliado, sem a

intencdo de identificar cada metabdlito detectado, mas sim comparar e classificar perfis

ou modelos metabdlicos que podem variar em resposta a uma doenga, exposi¢do a uma

toxina, a perturbacdes genéticas ou ambientais (Goodacre,2002) podendo ainda

identificar metabdlitos discriminantes ou biomarcadores. Um esquema geral de uma

andlise de fingerprinting € mostrado na Figura 12.
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- Preparo de amostras

Analisede amostras
(CE-MS, GC-MS, LC-MS, FT-IR, NMR)

Tratamento de Dados -

Identificagdo de Marcadores
MS/MS, NMR, Bibliotecas e Padréies

Figura 12- Esquema geral para anédlise de amostras do tipo fingerprinting.

O fingerprinting pode ser obtido a partir de varios tipos de matrizes bioldgicas,
seja de natureza humana, animal ou vegetal, assim como urina, plasma, saliva, tecidos,
células, folhas, frutos, caule ou raiz. Esta metodologia de andlise pode ser utilizada
como ferramenta de valia comercial ou cientifica em estudos de caracterizacdo de
amostras como controle de qualidade, certificacdo de origem e verificacio de

autenticidade e/ou adulteracdo (Araiijo,2005).

As vantagens mais importantes da espectrometria de massas em relagdo as
demais técnicas sdao a alta sensibilidade, seletividade, curto tempo de andlise e
reprodutibilidade combinadas com a possibilidade de confirmar a identidade de um
grande ndmero de metabolitos presentes em amostras complexas (Goodacre,2002;
Sawaya,2004). Algumas desvantagens como isdmeros quimicos niao podem ser
diferenciados por esta técnica de screening rapido, porque eles t€m a mesma massa
exata e por esta razdo a separacdo cromatogrifica é necessdria. Além do que, a

classificacdo de produtos de fragmentacdo, formacao de adutos e a supressdo idnica sao
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complicados. Uma vez que todos os componentes da amostra sdo introduzidos
simultaneamente na fonte de ionizagdo, a supressdo ou o aumento do sinal pode ocorrer,
isto pode afetar expressivamente a andlise de dados, especialmente se a matriz for

complexa (Goodacre,2002).

1.10 Insulina Humana Recombinante: Producao em larga escala

A primeira Insulina produzida pela tecnologia do DNA recombinante aconteceu
pela inser¢cdo de cDNA de cadeia A e de cadeia B no cddigo genético de células de
Escherichia coli. As cadeias A e B foram purificadas e acopladas por pontes de
dissulfeto. Posteriormente, outros grupos de pesquisa passaram a utilizar cDNA de
Proinsulina Humana em E. coli ou leveduras , cuja Proinsulina expressa é convertida a
Insulina por remog¢do enzimadtica do peptideo C e do peptideo Sinal. Este é o sistema
mais comumente usado em largas escalas, com biorreatores da ordem de 50 mil litros

em cada ciclo de producao (Cruz.1997).

Hoje no Brasil, a tecnologia para a producdo da Insulina voltard a ser usada,
segundo antincio no site oficial da Sociedade Brasileira de Diabetes o Brasil
(Moraes,2009), FIR Capital (Vieira, 2009) e Agéncia Fiocruz de Noticias
(Monteiro,2010), para uma demanda de 170 milhdes de doses por ano através. A
transferéncia de tecnologia serd feita entre as empresas Biomm e Unido Quimica e do
intercambio tecnoldgico entre Instituto de Tecnologia em Farmacos (Farmanguinhos) da

Fiocruz e o Instituto Indar (Ucrania).

A Biomm, empresa brasileira, proprietdria da patente para a producdo do
principio ativo e sucessora da Biobrds, vai transferir a brasileira Unido Quimica a

tecnologia de produgdo dos cristais de Insulina. A nova unidade, serd erguida
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aproveitando a infraestrutura da recém-inaugurada fabrica do laboratério, no distrito
industrial JK, em Brasilia (DF) e que a producdo nio s6 dos cristais mas também da
Insulina formulada ird comecgar em até trés anos, segundo disse ao jornal Valor o Sr.

Fernando de Castro Marques, presidente e proprietirio da Unido Quimica (Vieira,

2009).

O fluxograma de producdo da empresa Biomm S.A. sob a Patente de Numero

US6,281,329 B1 de Agosto de 2001, foi cedido a este trabalho e estd apresentado no

fluxograma 1.

Expressdo de
Proinsulina Humana
Recombinante

em e.coli

Isolamento dos
corpos de inclusdo

Lavagem com
tampado de sulfitélise
sem uréia

Sulfitélise

Centrifugdo

Filtragdo

Cromatografia de
afinidade em coluna
de Niquel Sepharose

Cromatografia de
exclusdo molecular
Sephadex G25

Renaturagdo

Concentragdo

Conversao
enzimatica com
Tripsina e
Carboxipeptidase B

Cromatografia de
troca ibnica

Cromatografia de
fase reversa HPLC

Fluxograma 1- Processo

industrial

Insulina Humana
Recombinante

de obtencdo da Insulina Humana

Recombinante Patente US6,281,329 B1 da empresa Biomm S.A.
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Embora a Insulina Humana Recombinante seja idéntica ao hormdnio na sua
forma ativa, algumas impurezas de etapas como a conversdo enzimdtica ainda sdo

encontradas e sdo submetidas a processos modernos de purificagdo.

Dentre os compostos intermedidrios produzidos em maior quantidade estd a B-
30 Insulina Humana também chamada B-30 Destreonina Insulina Humana, cuja massa
molecular é 5707 Dalton que tem caracteristicas fisico-quimicas muito semelhantes &
Insulina Humana Recombinante o que torna o processo de purificagdo dispendioso e
limitante quanto a separacao cromatografica por HPLC. Consequentemente, a formagao
de quantidades substanciais de derivados de Insulina na conversdo enzimdtica e nos
processos de purificagdo pode aumentar substancialmente os custos efetivos da
producdo de Insulina Humana Recombinante (Son,2009). Pelas razdes supracitadas, o
presente trabalho visa a minimizacdo da forma B-30 Destreonina Insulina durante a
conversdo da Proinsulina em Insulina pelo uso combinado de Tripsina e

Carboxipeptidase B.
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2 Objetivos

O objetivo geral deste estudo propde:

*A minimizagdo da formacdo de B-30 Destreonina Insulina durante a conversao
da Proinsulina em Insulina pelo uso combinado de Tripsina e Carboxipeptidase

B.

Para tanto os objetivos especificos sdo:

*Obtenc¢do da cadeia B de Insulina purificada;

*Teste de conceito: maleilacdo e tripsindlise em cadeia B;

*Estudar os efeitos da introdugao de 2,3-dimetilmaleico na estrutura da Insulina
Humana Recombinante;

*Estudar os efeitos da introducdo de grupos anidrido 2,3-dimetilmaleico na
estrutura da Proinsulina humana;

*Observar efeitos da atividade enzimadtica de Tripsina sobre os efeitos de
bloqueio de grupos €-amino;

*Estudar os efeitos de bloqueio sobre residuos €-aminos da Proinsulina durante o
processo industrial de conversdo enzimética;

*Utilizar das técnicas de massas Maldi-TOF(TOF) e ESI-MS(MS) , para
caracterizar todas as etapas do processo de conversdo enzimadtica industrial
originalmente proposto pela patente da empresa Biomm S.A. e na presenca de
2,3-dimetilmaleico;

*Calcular os rendimentos na conversio de Proinsulina a Insulina;
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3 Parte Experimental

Serd abordada neste capitulo uma descricdo da metodologia e equipamentos
utilizados na determinacdo dos dados de caracterizacdo das amostras de Cadeia B de
Insulina, Insulina Humana Recombinante, Proinsulina Humana Recombinante, bloqueio
dos grupos €-amino bem como o perfil por espectrometria de massa dos componentes
intermedidrios da conversdo enzimadtica de Proinsulina 4 Insulina com e sem bloqueio

de grupos €-aminos.
3.1 Materiais

3.1.1 Cadeia B Insulina Humana
As amostras de cadeia B de Insulina Humana registradas sobre nimeros Exp.052
BSSOs™ PPT 20/06/1990 e Exp.042 BSSOs” PPT 01/05/1990 foram gentilmente doadas

pela empresa Biomm S.A. para a realizagdo dos experimentos.

Preparo de amostras: As amostras foram preparadas na concentracdo de

Img/mL em solucdo de acido acético 0,2M, absorbancia de 0,663 medida em A280nm.

Purificacdo: A cromatografia de purificacdo das amostras foi realizada no
equipamento de alta performance HPLC da Shimadzu SIL-10A SPV-10AV SCL-10A
LC-10AD SCL-10A CTO-10. Os parimetros de operacio foram: vazdo de ImL.min" e
pressio de 250kgf/cm” A 280nm, temperatura 35°C. A coluna utilizada foi C18
LiChroCART®250-4 OB543496 LiChrospher 100RP-18(15um) 250x4mm. Os eluentes
usados na cromatografia foram solucdo A: tampdo fosfato de sédio 0,1M e 4cido

perclérico 0,01M pH 2,0; solucdao B tampao fosfato de sédio 0,1M , dcido perclérico

30IPagina



0,01M, acetonitrila 50%, pH 2,0 O programa usado neste experimento estd descrito na

Tabela 3.
Tempo (min.) % B
0 44
3 44
15 60
25 64

Tabela 3- Programa para cromatografia HPLC de purificagdo da cadeia B de
Insulina. Pardmetros usados no equipamento: vazdo de ImL.min"' e pressio de
250kgf/cm2, A280nm, temperatura 35°C. A coluna utilizada foi CI18
LiChroCART®250-4 OB543496 LiChrospher 100RP-18(15um) 250x4mm.

3.1.2 Insulina Humana Recombinante
A amostra de Insulina Humana Recombinante registrada sobre nimero MLR462
Biobrds foi gentilmente doada pela empresa Biomm S.A. para realizacio dos

experimentos.

Preparo de amostras: As amostras foram preparas na concentracdo de 1mg/mL
em tampao glicina 15mM pH 9,0 e/ou tampdao 4cido borico cloreto de potdssio e
hidréxido de sédio 0,1M pH 9,00. A absorbancia medida foi de 0,708 medida em

A280nm.

Purificacdo: A cromatografia de purificacdo das amostras foi realizada no
equipamento de alta performance HPLC da Shimadzu SIL-10A SPV-10AV SCL-10A
LC-10AD SCL-10A CTO-10. Os parametros de operacdo foram: vazao de ImL.min" e
pressdo de 250kgf/cm2 ,A 280nm, temperatura 35°C. A coluna utilizada foi C18

LiChroCART®250-4 OB543496 LiChrospher 100RP-18(15um) 250x4mm. Os eluentes

usados na cromatografia foram: solu¢cdo A acido trifluoroacético (TFA) 0,1% ; solugao
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B 4cido trifluoroacético (TFA)0,1% e acetonitrila (ACN) 80%. O programa usado neste

experimento esta representado na Tabela 4.

Tempo (min). % B
0.01 0
10 0
40 80
50 80
50.1 Stop

Tabela 4- Programa da cromatografia HPLC de purificagdo de Insulina.
Parametros usados no equipamento: vazio de ImL.min™ e pressdo de 250kgf/cm2,
A280nm, temperatura 35°C. A coluna utilizada foi C18 LiChroCART®250-4

0B543496 LiChrospher 100RP-18(15pum) 250x4mm.

3.1.3 Preparo de cadeia A e cadeia B de Insulina Humana Recombinante
Para obter cadeias A e B de Insulina Humana foi necessario reduzir e alquilar a

amostra MLLR462. Para tanto procedeu-se o seguinte experimento:

Reducao e alquilacdo: Para reduzir as pontes de dissulfeto existentes entre as
cadeias A e B de Insulina foram usados para a solu¢do de 1mg/mL de MLR462 em
tampao de Bicarbonato de Amoénio 50mM e Dithiothreitol (DTT) 25mM. Essa reacao
foi mantida a 70°C em banho-maria por lhora. Para a rea¢do de alquilacdo, foram
acrescido a amostra ja reduzida, 25mM de lodocetamida, mantida a 37°C por 40

minutos na auséncia de luz.

3.1.4 Proinsulina Humana Recombinante
A amostra de Proinsulina Humana Recombinante registrada sobre nimero
HGUTO0045 Biobrés foi gentilmente doada pela empresa Biomm S.A. para realizacio

dos experimentos.
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Preparo de amostras: As amostras foram preparas na concentracdo de 1mg/mL
em tampao glicina 15mM pH 9,0 e/ou tampdo 4cido bodrico cloreto de potdssio e
hidréxido de sédio 0,1M, pH 9,00. A absorbancia medida foi de 0,908 medida em

A280nm.

Purificacdo: A cromatografia de purificacdo das amostras foi realizada no
equipamento de alta performance HPLC da Shimadzu SIL-10A SPV-10AV SCL-10A
LC-10AD SCL-10A CTO-10. Os parimetros de operacdo foram: vazdo de ImL.min" e
pressio de 250kgf/cm” A 280nm, temperatura 35°C. A coluna utilizada foi C18
LiChroCART®250-4 OB543496 LiChrospher 100RP-18(15um) 250x4mm. Os eluentes
usados na cromatografia foram: solu¢cdo A 4cido trifluoroacético (TFA) 0,1% ; solugdo
B 4cido trifluoroacético (TFA)0,1% e acetonitrila (ACN) 80%. O programa usado neste

experimento estd representado na Tabela 5.

Tempo (min.) % B
0.01 0
10 0
40 80
50 80
50.1 Stop

Tabela 5- Programa para cromatografia HPLC de purificacdo de Proinsulina.
Parimetros usados no equipamento: vazio de ImL.min"' e pressio de 250kgf/cm?,
A280nm, temperatura 35°C. A coluna utilizada foi C18 LiChroCART®250-4
0OB543496 LiChrospher 100RP-18(15um) 250x4mm.
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3.1.5 Conversao enzimdtica
As conversOes enzimaticas foram conduzidas utilizando amostras de Proinsulina
lote HGUTO0045, Tripsina suina lote TR-020/Biobrds e Carboxipeptidase B lote

108H7406/Sigma.

Preparo de amostras: As amostras de Proinsulina foram preparadas na
concentracdo de 1mg/mL , volume final de reacdo 10mL de tampao glicina 15mM, pH
9,0. Apés o preparo das amostras foram acrescidas Tripsina 1,1 U/mg de proteina e
Carboxipeptidase B 0,2 U/mg de proteina. O pH final da reacdo foi monitorado entre

8,2-8,3. Foram usadas como temperatura de conversao 12°C e 25°C.

3.1.6 Atividade enzimadtica durante o tempo de conversdo
Os experimentos de atividade enzimdtica foram realizados no equipamento
Spectrophotometer UV-160" Shimadzu com Cell positioner Shimadzu e CPS controller-

240A.

Preparo de amostras para as condicoes de trabalho no laboratério
LEFQP/UFMG : A amostra de Proinsulina lote HGUTO0045 foi preparada a 1mg/mL
em tampao Glicina 15mM pH 9,0, num volume total de 10mL por reagdo. Para o
experimento de bloqueio de grupos €-amino foram adicionados ao volume de 10 mLde
reacdo, 11,86mg de anidrido 2,3-dimetilmaleico. A correcdo do pH foi feita
constantemente até o termino da reacdo de bloqueio com adi¢do de NaOH 0,IN. A
atividade enzimaética foi conduzida a temperatura de 22°C durante 24 horas. A cada 1
hora de conversdo, retirava-se 200uL da reacdo e acrescentava-se, em uma cubeta de
poliestireno, 10uL de substrato BApNA(Solugdao 900uM) e 790uL. de tampao Glicina

I15mM. A Atividade foi acompanhada pela leitura de absor¢do em A410nm por 300
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segundos a cada 1 hora de reagdo durante as 8 primeiras horas e no tempo final de 24

horas da atividade enzimatica de conversao.

Preparo de amostras para a conversao industrial realizada nas
dependéncias do laboratorio da empresa Biomm S.A.: A amostra de Proinsulina lote
HGUTO0045 foi preparada a Img/mL em tampdo Glicina 15mM pH 9,0, num volume
total de 10mL por reacdo.Foram usadas 1,1U/mg de proteina de Tripsina e 0,2U/mg de
proteina de Carboxipeptidase B. No experimento de bloqueio de grupos €-amino foram
adicionados ao volume de 10 mLde reacao, 11,86mg de anidrido 2,3-dimetilmeleico. A
correcdo do pH(~8,29) foi feita constantemente até o termino da rea¢do de bloqueio
com adicdo de NaOH 3N. A atividade enzimdtica foi conduzida a temperatura de 23°C
durante 24 horas. A cada 1 hora de conversdo, retirava-se S00uL da reacdo e
acrescentava-se 1,5mL de solu¢do de 4cido acético IM. O volume de S0uL das
amostras preparadas foram analisadas por cromatografia de fase reversa HPLC, coluna
Kromasil 100-3.5C4 (3.5um,C4,4.6x150mm) para quantificacdo de Insulina e
determinacdo de B-30 Destreonina Insulina. As solu¢des usadas foram: Fosfato de
Sédio Monobdsico 0.05M e Perclorato de Sédio 0,1M (solugdo SSP 0.1) acrescida de
30% ACN (Eluente PPA30); solucdo SSP 0.1 acrescida de 50% ACN (Eluente PPA 50).
Os dados da cromatografia da conversao industrial foram realizados na empresa Biomm
S.A. sob a supervisdo da Dra. Mariza Pereira Xavier e Dra. Heloisa Ribeiro Tunes de

Souza em Marco de 2010.

3.1.6 Reagdo de bloqueio grupos &amino: Quando submetido ao tratamento
com anidrido 2,3-dimetilmaleico foram usados 100x a concentracio molar deste
reagente, ou seja, para 10 mL de Proinsulina a Img/mL, foram necessarios 118,6mg de

reagente adicionado em pequenas por¢des a amostra. A correcdo do pH foi efetuada
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durante a adicdo do reagente de bloqueio com NaOH 1IN, de modo que este

permanecesse, ao final da reacdo, em 8,3.

Os reagentes usados para as reagdes de bloqueio sdo: Anhydride maleic ,99%,
ref. 63200, Fluka; Anhydride citraconic,99%, ref.27429, Fluka; 2,3-dimthylmaleic

anhydride,98%, ref.D167800 Sigma-Aldrich.

3.1.7 Espectrometria de massa

Maldi TOF/TOF Autoflex III Bruker Daltonics analise MS e MSMS

A matriz usada nos experimentos foi 0-Cyano-4-hydroxycinnamic acid na
proporcdo 1:3 das amostras obtidas apds cromatografia HPLC ou ZIP-TIP e secagem
parcial ou total em speed vacue. As configura¢des usadas no equipamento foram: Linear
detector gain 6.8x, Eletronic Gain 100mV, shots 200/200, added 400, Freq. 50.8, laser
power 68% , lens 0,05kV, Method linear(LP_ProteMix.par) espectros full scan ions
adquiridos m/z 5-20kDa; Method reflexive (RP_ProteMix.par) espectros full scan ions
adquiridos m/z 100-5000Da; Method LIFT Calibrate MSMS (lift.par) fons adquiridos
m/z 50-2000. Os espectros foram tratados com o software FlexAnalysis e PepSeq. Para
todas as andlises o equipamento foi calibrado com uma mistura de padrdes de calibracio
de peptideos e proteinas com uma faixa de 100 a SkDa para o método RP_ProteMix e

MSMS_Calibrate e 5 a 10kDa para LP_ProteMix.

Q-TOF Micromass Analise ESI-MS e ESI MS/MS

As amostras foram preparadas de acordo com o seguinte procedimento: 10mL da
amostra do item 4.1.2 foram diluidos em 1mL de solucao MeOH/H,0 (1:1) e 0,1% 4cido

férmico. A solugdo foi injetada por inser¢do direta no espectrometro de massas. O
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tempo total para aquisicdo de cada espectro foi fixada em 1 minuto. Os espectros ESI-
MS bem como os ESI-MS/MS foram extraidos no modo positivo através do
equipamento QTof Micromass (Manchester-Reino Unido) de configuracdo QqTof. As
condi¢des de operacdo do equipamento para otimizacdo das andlises foram 3-4kV
voltagem do capilar, 100°C temperatura da fonte, 100°C temperatura de dessolvatagdo,
voltagem do cone 60-80 V e calibracdo feita com 4cido férmico cujos 11 matches

testetados foram confirmados e a média residual de -7.636283¢°+0.000795.

As amostras diluidas foram injetadas por uma bomba de injecdo automdtica
(Harvard Apparatus) com um fluxo continuo de 500nL min'. Os espectros full scan
foram adquiridos na faixa de m/z 1000-3000 para ESI-MS, m/z 50-3500 para ESI-
MS/MS e a energia de colis@o aplicada de 30-50 eV . Os dados adquiridos foram

tratados com o softwar MassLynx™ 4.1 da empresa Waters.
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3.1.8 Planejamento experimental e andlise de dados

Cadeia B Insulina
Humana

Preparo amostra s
EXP. 052 BSSO3- PPT

Reacgdo de Bolqueio €-amino

MS e MSMS MALDI

Insulina Humana
Recombinante

Preparo amostra
MLR462

Redugdo e alquilagao quando
preparo de cadeias A e B e/ou
Tripsindlise

Reagdo de Bloqueio €-amino

Tripsindlise e/ou

Tripsina + Carboxipeptidadese B

MS MALDI e ESI

MSMS MALDI e ESI

Andlise dos dados

Sequenciamento de novo

Proinsulina Humana
Recombinante

Preparo da amostra HGUT 0045

Reacdo de bloqueio €-amino

Tripsina + Carboxipeptidadese B

HPLC e/ou

Cinética enzimatica leitura A
410nm

!

MS MALDI e ESI

»

MSMS Maldi e ESI

Anidlise dos dados

Sequenciamento de novo

Fluxograma 2- Planejamento de ensaios e andlises proposto para este trabalho.
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4 Resultados e Discussao

No presente capitulo sdo apresentados os resultados experimentais realizados

bem como a analise e discussio dos dados obtidos.

4.1 Digestao enzimatica tedrica

Os perfis das sequéncias de aminodcidos geradas pela clivagem tedrica com o
programa MassLynx ™ 4.1 Waters de Insulina e Proinsulina por Quimiotripsina e
Tripsina antes e apds tratamento de bloqueio do grupo €-amino com 2,3-dimetilmaleico
(indicado pela letra B nas sequéncias geradas),os dados de massas tedricas (Theor) e as
respectivas m/z para fons monocarregados [M+H],duplo carregados [M+2H], triplo

carregados [M+3H] e tetra carregados [M+4H] sao apresentados nas figuras abaixo.

TrypsinK-P R-P &P F-'P W-'P Insulina Humana Recombinante
Fraogh ResH Sequence Theor {Bo) [M-+H] [+2H] [¥+3H]
Tl 1-14 {-) GIVEQCCTSICSLY {0} 1532.687 1535.65 TET.54 511.30
Tz 15-19 {Y) QLEHY {C} AR5, 30 AAA. 31 333.6A 222,74
T3 Z20-22 {X) CHF (¥} 382,13 383,14 192,07 125,358
T4 23-37 {F ) VHOHLCGSHLVERLY (L} 1681, 82 1652.53 Gdl. 9z SEl. 62
TS AE-43 {Y)LVCGER () 75,34 A76A.35 336.66 226.12
Ta 443-45 {RIGF (F) Zaz.10 223,11 112.06 75.04
7 d6-465 {F1F{¥) 165,08 166,09 53.55 SE.03
T& 47-47 (F}Y{T) 181.07 162.08 91.54 A1.37
9 45-50 {YITPK(T) 344,21 345,21 173,11 115.74
T10 51-51 {K)T{-) 119,06 120,07 G0, 54 40, 69
Tl-2 1-18 {-) GIVEQCCTSICSLYQLE 2179.96 2180.97  1090.99 727.66A
HY {C}
Tz-3 15-2Z2 {Y) QLERYCHF (V) 10z9, 4z 1030, 43 515.72 344,15
T3-4 20-37 {¥) CHFYH(QHL.CGSHLVYEAL 2045.95 2046.95 1023.94 A8z2.99
Yi{L)
Td-5 23-43 {F ) VHOHL CGSHLVERLYLY 2339.15 2340, 16 1170.55 TE0.72
CGER (G)
T5-6 38-45 {Y)LVCGERGE {F) 579,43 5580, 44 440,72 294,15
T&=-7 44-45 {R) GEF (¥} 369,17 370,18 155.59 124,06
T7-8 da-47 {FYFY(T) 328,14 329,15 155,08 110,39
T&-9 47-50 {FIYTPE({T) L0727 L05. 28 254,64 170.10
T9-10 45-51 {YI)TPET (-} 445,25 445, 26 Z23.63 149,45
Average Mass = 5810.7029, Monoisotopic Mass = 5806.6849
M-Terminus = NH2, C-Terminus = OH
1 GIVED CCTSI CSLY() LEHYC HFVH(Q HLCGS HLVERL LYLVC GERGF FYIFK T
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Frag#

Tl

nT:
Tz
T4
TE
T
™
Ta
Ta
T1ln

Bes#
1-14
Z0-22
15-1%
23-37
35-43
4d-45
46 - 46
47-47
45-50
51-51

TrypsindK-'P R-P AP F-P WP

Sequence
{-)GIVEQCCTSICSLY {0}
(X} CHF (V)

(Y} OQLEHY {C})

{F y VHOHL CGSHLVYERLY (L)
{Y)LVCGER ()

(R}GF (F})

(E}F (X}

(EyY(T)

{Y)TPE(T}

{E)T(-)

Theor (Bo})

1310.77

665,30
2355.15

222,10
la5.08
151.07
344,21
119.06

[M+H]
1911.77

666,31
Z356.15

223.11
la6.0%9
182.08
345,21
120.07

[¥+2H]
956, 39

333.66
1178. 58

11z.06
33.55
91.54
173,11
60, 54

Insulina Humana Recombinante §-%

[M+3H]

637

222,
786,

75,
a6,
al.
115,
40,

.93

78
&

04
03
37
T4
69

Figura 13- Célculo tedrico gerado pelo software Mass Lynx para clivagem com Tripsina
e Quimiotripsina da sequéncia peptidica de Insulina sem pontes de dissulfeto e com
ponte de dissulfeto S-S, antes e apds reacdo de bloqueio €- amino

Fragil

mTL
Tz
T3
T4
TS
TG
T7
Ta
T2
TL0
Tl-2

TZ-3
T3-4

Td-5

T3-8
Ta-7
T7-8
Ta-9
T2-10

Re=z{}

1-14
15-19
20-22
23-37
35-43
44-45
a5-44
47-47
458-50
E1-52

1-19

15-22
20-37

£3-43

JG-45
44— 46
a6-47
47-50
a5-52

TrypsindK-P B-P AP F-'P WP

Sequence

(-} GIVEQCCTSICSLY ()
(Y} QLEHY (C})

(Y) CHF (V)

{F) VHOHLCGSHLVERLY (L)
(YILVCGERLG)

(R)GE (F)

(F)F (X}

(F)X({T})

{Y) TPKAB)

{E}YBT (-}

{-) GIVEQCCTSICSLY(QLE
HY ()

{X) QLEHYCHF (V)

{Y) CHFVHOHL CGSHLVERL
¥ (L}
({F)VHOHLCGSHLVEALYLY
CGER (G}

{(Y)LVCGERGE (F)

(R} GEF (¥}

(FYFY (T}

(FYYTPE (B}

(Y} TPEBT (-}

Average Mass = 5921.8000, Monoisotopic Mass = 5917.7057
N-Terminus =H, C-Terminus = OH
Madified amino acids: 23DM(B) =

Theor (Bo)

1517,
BES5.
382,

1651,
6745,
ZZZ.
1aia.
131.
344,
245,

2la4d.

10zZ9.
2045,

2339,

379,
389,
328,
507,
571,

13
30
13
G2
34
10
0
a7
21
o9
95

42
95

15

43
17
14
27
29

£-amino Insulina Humana

[M+H]

1515,
GEG.
383,

1682,
a7a.
2283
laa.
15z,
345,
246,

2le5.

1030,
2046,

2340,

ga0.
370,
J29.
505,
57E.

=13
31
14
g3
35
11
o9
0s
21
10
96

43
95

1a

L
13
15
28
Z9

1 GIVEQ CCTSTI CSL¥0) LEHYC HFYHQ HLCGS HLVER LYLVC GERGE FYTPE BT

[H+2H]

759,
333,
19z,
g41.
334,
11z,
3.
a1,
173,
123,
1083,

515,
1023,

1170.

440,
135,
las.
254,
286,

g
=13
a7
Qz
&
0a
a5
54
11
55
43

T2
L

53

e
59
03
=L
&5

[M+3H]

506,
ZZ2.
128.
561,
ZE6.
75,
aa.
gl.
115.
g2,
T22.

344,
a3z,

TE0.

294,
124,
110.
170.
191.

g9
75
38
62
1&
04
03
37
74
0
13

15
99

TE

15
&
39
10
44

Figura 14- Célculo tedrico gerado pelo software Mass Lynx para clivagem com Tripsina
e Quimiotripsina da sequéncia peptidica de Insulina apds reacdo de bloqueio €-amino.
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Average Mass = 2383.7311, Monoisotopic Mass = 2382.0000
N-Terminus = H, C-Terminus = OH

1

Trypsin:K-'P R-'P

Fragi

=T]
Tz
T3

Tl-2
Ta-3

fEENE LOYLS CISTC COEVI G

AP OF-P WP
Resi Sequence
1-3 (- YHCY {H)
- (YYHELQY (L}
9-z1 (Y)LECISTCCOEVIG -)
1-5 { - YHCYHELOY (L)
4-21 (Y)HELOYLSCISTCCOEVI

Gi-)

Theor (Bo)

1
1
2

398.13
665,30
354,59
045,42
0oL, as

Cadeia A Insulina Humana

[M-+H] [H+2H] [¥+3H]
399,13 Z00.07 133.72
666,31 333.868 222,78

1355.80 675,30 452, 54
1046, 43 523,72 349,45
2002.89 1001.95 668,30

Figura 15- Cailculo tedrico gerado pelo softwar Mass Lynx para clivagem com Tripsina
e Quimiotripsina da sequéncia peptidica Cadeia A de Insulina Humana.

Trypsin_Biomm_Chymo:-R-K Y

Fragi

=T]1
TZ
T3
T4
T&
Tl-2
TZ-3
T3-4
T4-5

Res#
1-1
Z-5
G-8

O-15

1&6-30
1-5
Z-8

G-15

9-30

Sequence

(-IT{K}

(TYKEPTY(F)

(NIFFG{R)
{GYREGCYLY (L)
{Y)LAEVLHSGCLHQHVF | -)
{-)TEPTY{F})
{TIKPTYFFG{R)
(Y)FFGREGCVLY (L}

{ ) REGCVYLYLAEVLHSGCL
HOHVE { -}

Average Mass = 34299723, Monoisotopic Mass = 3427.6845
H-Terminus = H, C-Terminus = OH

1

l{PTI FFGRE GOVLY LAEVL HSGCL HOHVE

Cadeia B Insulina Humana

Theor (Bo)

114,
507,
369,
334,
laas.
ald.
35a.
1139,
2486,

oG
a7
17
40
33
32
43
56
22

[H+H] [M+2H] [M+3H]
1z0.07 a0, 54 40, 69
503,28 254.64 170,10
370,18 135.59 124,06
339,41 420,21 280,47

laga. 54 333,92 556,28
609, 32 305.17 203.78
359, 44 430. 22 287,15

1130.57 595.79 397,53

2487, 23 1244, 12 329,75

Tiypsin_Biomm_Claane-R - K

Segquence

{-}TIK)

{T}EBPTYE(E}

(X}EEE (R}

(G} RERCVLY (L)

(¥} LAEVLHSGCLHONYE {- )
=) TEBFTY (F)
{THEEPTIAFEG (R}

(X} EFFERECCVLY (L)

{F} REFCVLYLAEVLMHSGCL
HIEHE | -}

Awerage Mass = 3556.0841, Mongisotopic Mass = 35537162
N-Terminus = H, C-Tenmninrs = OH
Modified aanino acids: 230KB) =

1 *HH!E’EWEGMMUBIEUWF

I =amino Cadeia B Insulina

Theor (Bo)
- &

=1 [+ 2H] [k 3H]
120.07 &0, 54 a0 .69
634,31 317.686 212.11
37T0.18 185, 33 124,08
839, 41 20, 21 280,47
1666, 54 - 556,28
T35, 35 18 245,78
P63, 47 4 329.15
11%0.57 19 397.53
2487.23  1234.12 B29.75

Figura 16- Célculo teérico gerado pelo softwar Mass Lynx para clivagem com Tripsina e
Quimiotripsina da sequéncia peptidica Cadeia B de Insulina Humana apds reacdo de bloqueio

€-amino.
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P . S T Proinsulina Humana Recombinante
Fragif Beslf  Sequence Theor {Ba) [H+H] [+ 2H) [1e+3H]
aTl =1 {=)HCY (W) 398.13 399,13 Zoo.07 13372
T2 4-0 [¥)MELO¥L) §55,30 €563 31%.66 222
T3 B-21  (¥)LSCISTOCOEVIGR(K) 1500.6% 15L1.70  756.35 504,57
T4 323 (RIE{D 4511 147.11 74,06 48,71
TS 24-55 { K} L SGELRLPOLS GREM: 62 17562 15EA DR 10SS.2)
GE EVORNLDERER (R}
6 S6-56  (RIRAT) 174.11  175.12 84, 0t E8, 05
T 57-50 (RYTE(P) 247,15  248.16 J24.58 8.3
TH fa-61 (KYPTY(F) 379.17  580.1& 190,59  127.40
T4 BE-62  (X)F{F) 165.08  165.09 83, 55 56,03
T10 B31-63  (PIF(B) 185,08  165.08 83, 55 &4, 03
T11 Fd-65  (FYGR{E) ZALLE.  29Z.1A LIEST 78,05
T12 FE-71  (RIEGCVLY(L) §82.30 683.3L 34b.le  228.44
T13 12-08 { ¥} LEEVLMSGCLHONVE (R) 1665, 83 H L B33, 92 556. 28
Ti4 7-87  (FYR{EG) il 1751z 6. D6 58, 05
T15 BE-ET (R)GRLH) 206,07  207.08  104.04 69,70
Tlé 90-94 R ETR Ll. 40 912.4] 455.71 104, &l
T1-2 1-8 (-} HOYMELQY (L} ID45.42 1046.43 523.72  340. 48
Ti=3 4= (Y)HELOYLSCISTCCOEVT ZI5T.98 Zi58.99 1080.00  730.34
ERiK)
Ti-4 9-27  (¥)LSCISTOCOEVIGRK(D) iF38.79 1639.80 H20.40  S47.27
T4-§ 25-55  (R)WOLSGELALPOLSGAGE 3302.71  3E03.72 1é52.36 l1ol.9d
GEGLEVQENLDERER (] )
T5-6 24-56  (K}ILSEFLALFILSGRGHG 3380.72 333L.72 1€66.37 1111.35
FELEVORWLDERERR{T)
TE -1 BE-52 (RIRTH(P) 40%.2% 40426  da2sn 1a%a
T 57-61  (R)TEPTE(F) F0A.32  E09.32 305.17 303.78
T80 562 (K}PTYE(F) 526,24 527,25 26413 1764
T9-10 G2-41  (DFF(G) 3308 A% 1é  15.0n 10508
TI6-11 f3-65  (FIFGR{E) 98.28 3993  180.10  127:08
Til-12 B4-71  (F)GREGOVLY L} BS5. 42  E96.43 2 440.T: 399,48
Tii-12 GE=-HE { R} EGCVLYLAEVLHS LN 2330.12  2331.1% L166.07 Tl
(VE (Ry
T13-14 787 (Y)LAEVLMSGCLHINVER(G) 1821.93 1%22.94 91L.97  €08.3%
Ti4-13% B7-59 (FyRE (H) 362,17 353, 18 182,08 121.73
T8l BO-56 (R)GIIDDDHEG-) L0g%, 46  L106,47  5BO,74 367,50
dver ange Mass = 106350757, Menolsotopic Mass = 10626,1240
M- Torerinis = H, . Termims = GH
1 EE LOYLS CISTC CORVI ROL SEELA LPOLS GAGPG GGLEV QGVIL DERER RTHPT YFFGR EGOAL VLEEY LISGC LISV FREGMD IHEH A

Figura 17- Célculo tedrico gerado pelo softwar Mass Lynx para clivagem com Tripsina
e Quimiotripsina da  sequéncia  peptidica de  Proinsulina  Humana.
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Tiypsie-H-P P YP FP WP I ==amino Proinsuling Humana
Er i Resl  Sequence Theor (Ba) [RE+H] 2] [+ 3H] [Re=4iT)
= T1 =3 {=)HCY(H) 398,13 399,135  200.09 133:72 100,54
12 4-8 () HELOY (L) 665,30 6663l 366 2270 167,33
T3 §-21 (Y LSCISTOCOEVIG (R} 1354.59 L3S5.80  STE.A0  452.54 335,66
T4 -2 (ER{E) 174.11 175.12 56,06 52,05 44.54
T5 1554 (RYKOLSGELALPOLSGAGE L96.61  3147.62 1574031 1D4S.6E 187,66
FHHLEVDAMLDERE (R}
T% SE-55  (EYR(R) 17411 17512 s, 08 59,08 44.54
TV S6-57  (RIRT{K) 275.16 276,17 13B.5% 92,73 49,80
T8 sg-62  (TIEBPTY(F} 632,30  634.31 c Vi 8 ) 2 159,33
TS £3-83 {YIF(F} 165, 08 166,09 B2, 55 56.03 42.28
Tio 4454 {FIF(G) L65, 0d 186,08 63,55 55,03 42.28
TiL §5-65  {PYG(R) 75.03 16,04 ¥E, 52 26,02 18,77
T2 E6-72 (BYREGCVLY (L) B3840 839,41 420. 21 230,47  Z10.61
T13 7387 (FILAEVLHSGCLHOWVE (R) 1665.83 i566.64  ©633.92 556.28 al7.47
Ti4 EEeST (F) RGMHMEHHR - ) [255.56 L236.5Y  &Es98 4le.53 314. 80
TL-2 [=8 =) HOYMELOY (L) 1045, 42  L046.43 52372 340,48 262.38
T2-3 4-21 (¥ HELQ¥LSCISTOCOEVT 001,88 Z002.88 100L.95  668.30 501,48
&R}
Ti~4 -2 (¥ILSCISTCCOEVIGR(E) 15L0.6% L511.70  756.35 S04, 57 378,68
T4-5 f-54 (GYRKOLSGELALPOLSGREG 302,71 F0TE 16506 LIOl.9l b6, 69
PEGELEVEROLDERE (R}
TS-& 13-55  (R)EOLSEELILPOLSGRGE 3302.71 33072 leS2.3F  1101.91 B2E.69
GHELEVGVOLDERER (R}
T~ S5=5T  (EYRRT(K) 450,28 43527 Z16.54 L44.T6 iog.a2
3-8 Leenz (R)RTHEBPTY (F) B90, 45 ISl 46  448.23  297.82 225,62
TE-4 SE-63  {T)EBPTYF (F} 780,37 78l.38  39L.09 281,13 1SE.10
T-10 fi-6d (YIFF{G) 312.15 31316 157,08 L05. 06 78,04
Tio=L1 ca-65  (FIFGIM 222.10 §23.11 112,08 75.04 £6.53
TLl=12 £5-T2 {F) GREGCVLY (L) BGE, 42 H9E, 33 448,72 299, 48 224,86
T12-13 HE-07 {6 FEGCVLYLAEVLMSGL 486,22 2487.23 124412 B29.75 622,56
HIHVE (R}
T13-14 73457 {Y}LAEVLHSGCLHOHVERG 2903.98 Z904.39 1452.70  968.80  726.85
PHHHHHHR | =}
A g RS2 = 10059, 1875, Mapolsodopss Bads = 1075216016
IN- T vriieniis = WL C-Beriminues = OH
Ivboveicd anmnnies aciolss 2 300E) =
1 BB LOYLS CISTC CORVD GREBY LSGIL ALPOL SGIGP GGELE VUG LDERE FRTEP TAFYG BEGCY LYLAE VLHSG CLHDY VFRGH MG 1R

Figura 18- Célculo tedrico gerado pelo softwar MassLynx para clivagem com Tripsina e
Quimiotripsina da sequéncia peptidica de Proinsulina e Proinsulina apds reagdo com
anidrido 2,3-Dimetilmaleico.

4.2 Caracterizacido da cadeia B de Insulina Biomm S.A.

A amostra de cadeia B em solucdo de 4cido acético 0,2M, apresentou parcial
solubilizacdo ou seja, quando adicionada uma dada massa de cadeia B em um dado
volume o que se obtinha era uma solucdo opaca (leitosa) que apds 1 hora em repouso,
sob condicdes de pH ideal (~8,3), tornava-se translicida e pronta para uso no

experimento. Na cromatografia reversa HPLC a amostra apresentou picos nos tempos
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de retencdo de 29,53, 30,05 e 30,61 minutos. Esses picos cromatograficos foram
analisados por espectrometria de massa Maldi TOF e os resultados demonstram a

frequente presenca de fons de m/z 3428.78, 2487.11, 1829.86 e 859.39.

Para cada fon encontrado a interpretacdo de massa e sequéncia peptidica sdao
propostas a seguir: ifon 3428.78[M+H] isotopdlogo de cadeia B uma vez que a m/z
referente ao C12 para essa cadeia € de 3427.68; ion 2847.11[M+H] isotopdlogo C12 da
cadeia B clivada triptica entre os residuos B22-B23 caracterizados como cadeia B de
Insulina Humana em acordo com os trabalhos de Wals em 1994 e Cruz em 1997; o ion
1830.90[M+H] * clivagem Quimiotriptica entre os residuos B16-B17 da cadeia B cuja
massa média tedrica calculada é de 1830.09[M+H] *; o fon 1852.85[M+Na] * aduto de
Sédio (Na) na cadeia B clivada por Quimotripsina entre os residuos B16-B17; o ion
859.38[M+H] " isotopblogo da clivagem triptica da cadeia B entre os residuos B22- B23
e B30-B31 ; 881.39[M+Na] © é aduto de S6dio(Na) na cadeia B clivada por Tripsina
entre os residuos B22- B23 e B30-B31. Na Figura 19 € apresentado o espectro full scan

dos dados acima apresentados.

ounts |

7277+ 2488.16

2488.24 3430.88
248811 1 342981 245180
2488.28 3429.76.| 3432.00
2487.20.,.2489.16 3432 77
2489.24 o 3429.70 '
2487.11
248928

2487.07.| 248833

o

2487.02.1.2490.29
249033

1830.90 2486.98. 249116
1829.82\’(1830.98 p456.94 \
|

T T T Miz
2489.37 3300 3350 3400 3450 3500

T 11y . L MERTTRE L L
T T T T T I T T T T T T T T T T T T T T T T
500 4000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800 3000 3200 3400

Mz

Figura 19- Espectro full scan da amostra de cadeia B de Insulina Humana
Recombinante ,obtido por Maldi TOF MS, onde sdo respectivamente encontrados os
ions de m/z 3429.70[M+H]+, 2487.11[M+H]+, 1852.85[M+Na]+, 1829.86|M+H]+,
881.44[M+Na]+ e 859.36[M+H]+.
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Confirmando as sequéncias peptidicas dos fons citados na Figural8, foram feitas
andlises de espectrometria de massas MSMS e sequenciamento de Novo
(sequenciamento em tandem), Figuras 20,21 e 22. Os valores de Delta para o
sequenciamento em tandem realizado foi -0.89 (ion 3428.78),0.04 (ion,2487.11) e 0.18
(fon 1829.86). O fons 881.44[M+Na]" e 859.36[M+H]" ndo apresentaram sinal para

MSMS no equipamento Maldi TOF.

ETTICIEIy g e
sopy @ 11028 00 i
11042 | ' i
1110.46; . e SR
£110.48 [ 3311.53

b29

Lints-

0,
250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000 2250 2500 2750 2000 3250 3500 3750

iz

Figura 20- Sequenciamento de novo do ion m/z 3428.78, Delta de sequenciamento
equivalente a -0,89, obtido por espectrometria MSMS Maldi TOF. A sequéncia obtida
corresponde a cadeia B de Insulina Humana.

tQtHfLICHSFHILIVIEH LY +LIVICHEF R bMax
CiViL+YHL++EFVILFH{SHCILtFHt QN

10983 1102259/ 1022.78

1022.86
1022.90
1023.71
1023.82

unts

0 200 400 50D 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2500

TVHFH yMax

L 111023.90 2487 19(M+H) +

Figura 21- Sequenciamento de novo ion m/z 2487.11, Delta de sequenciamento equivalente a
0,04, obtido por espectrometria MSMS Maldi TOF. A sequéncia obtida corresponde a cadeia
B clivada entre os residuos B22-23B de Insulina Humana.
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—FijJFNJFo H—L-|cC SHH+ LVt
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110.16| 112354
110.20: : : b10 |
P ' 1123 66
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Figura 22- Sequenciamento de novo ion m/z 1829.86, Delta de sequenciamento equivalente a
0,18, obtido por espectrometria MSMS Maldi TOF. A sequéncia obtida corresponde a cadeia
B clivada entre os residuos B16-17 de Insulina Humana.

De acordo com as sequéncias supracitadas e apresentadas pelas clivagens
tedricas e confirmadas por sequenciamento em tandem € possivel afirmar que a Tripsina
usada na produgdo da cadeia B possui contamina¢do com Quimiotripsina, responsdvel
pelo aparecimento do produto peptidico intermedidrio com clivagem C-terminal na
Tirosina. De posse dessas informacdes e com o objetivo de reproduzir a0 maximo as
condi¢des da produgdo industrial da empresa Biomm S.A., todos os experimentos
subsequentes foram realizados com a mesma Tripsina, do citado processo de obtencdo
da cadeia B,e portanto os demais resultados apresentados nesta dissertacdo levam em

consideragdo as possiveis clivagens Quimiotriptica.

Corroborando com os resultados de caracterizacdo da cadeia B, foram realizados
estudos referentes ao teste de conceito de bloqueio do grupo €-amino do qual ndo
puderam ser observadas mudancas de m/z como esperado. O teste foi repetido em varios
dias e em concentragdes de 10,50,100 e 200 vezes a razdo molar de anidrido citraconico
e/ou anidrido maleico em relacdo a cadeia B. Nenhum espectro com qualquer

modificacdo de m/z pode ser detectado.
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4.3 Reacao de Reduciao das pontes dissulfeto da Insulina Humana Recombinante:
CadeiaAeB

A liberacdo de Insulina e suas cadeias A e B nas ilhotas de Langehans isoladas
de rato demonstram que tanto a Insulina quanto os peptideos A e B aparecem no meio
de incubac¢do, com a predominéncia de peptideos em uma propor¢cdo molar de cerca de
5:1. Ou seja, no meio onde a Insulina € expressa € possivel encontrar seus peptideos nas

fragcdes soluveis (Zahradnik, 1969).

A obtencdo dos peptideos de cadeia A e B de Insulina, separadamente, € possivel
pela reacdo de reducdo das pontes dissulfeto usando um agente redutor, neste caso o
Ditiotreitol (DTT) e posterior purificagdo por cromatografia de fase reversa HPLC. Para
tanto, foi necessdria uma prévia caracteriza¢do da Insulina Humana Recombinante, lote
MLR 462, feito por meio de cromatografia de fase reversa HPLC e pelo perfil de

espectrometria de massa MALDI MS apresentados nas Figuras 23 e 24 .

52 s 25 = 538 B & o
4w X8 8 Q \ 5 &a & 8 8
1 1 1 L L 1 1
24 26 28 30 32 34 36
PCMCE§ SOPPMOPRE  <MS> Magnify Chromat Segnent

Figura 23- Perfil cromatogréifico da Insulina Humana Recombinante MLLR462
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5508 24(M+H] +
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5610.34
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ai11.51
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Figura 24- Espectro de massa obtido por Maldi TOF de Insulina Humana Recombinante
lote MLLR462.Valor tedrico calculado monoisotépico m/z 5806.68 e média m/z 5810.7.

Confirmada a presenga de Unico fon m/z 5806.6 e perfil cromatografico com
tempo de reten¢do 29,4 minutos foi possivel iniciar a reacdo de reducdo e alquilacio da

Insulina Humana Recombinante por meio de DTT .

O perfil cromatografico da reagc@o de reducdo é mostrado na Figura 25 .Os picos
eluidos foram analisados por espectrometria de massa MALDI-TOF MS nas Figuras 26
e MALDI-TOF MSMS na Figura 27. Ao final da reagcdo de reducdo as amostras foram

purificadas via cromatografica HPLC e analisadas por espectrometria de massa.

Os espectros de MS apresentando o perfil do isotopdlogos para cada cadeia
obtida e o espectro MSMS da cadeia A com o seu respectivo sequenciamento de novo,
Figura 28, confirmam o perfil inequivoco para a cadeia A m/z 2383.73 e cadeia B

3428.78 ja citados neste trabalho.
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Figura 25- Perfil cromatografico da reagdo de redu¢do com DTT da amostra Insulina
Humana Recombinante.

100+ 3428.77 342892
3427 85(M+H) +
3429.02
2380.98 3427.64
2379.92 3429.99
2381.06 :
342759
2378.94
. 2382.04 3497 54 3430.09
2378.85.1.2382.09 3430.96
237881 3431.07
2378.77
u] hiz

2100 2200 2300 2400 2500 2600 2Y00 2S00 2900 3000 3100 3200 3300 3400 3500 3600 3OO0 3800 3900 4000

Figura 26- Perfil MS da amostra Insulina Humana Recombinante lote MLR462, ions
encontrados 2382.09 da cadeia A e 3427.69 da cadeia B obtidos por Maldi TOF MS.Valores
tedricos Cadeia A m/z média 2838.73 monoisotdpica 2382.00 e Cadeia B 3429.97 m/z média
e monoisotopica 3427.68
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Figura 27- Perfil de isotop6logos de cadeia A e B de Insulina Humana Recombinante

obtidos por Maldi TOF MS.
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Figura 28- Espectro do sequenciamento em Tandem cadeia A m/z 2383.76 e
sequenciamento de novo obtido por Maldi TOF MSMS.
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4.4 Reacao de bloqueio de grupos €-aminos
Com a obtencdo da cadeia B isolada foi possivel determinar o quao efetiva foi a

reacdo de bloqueio de grupos €-amino, objetivo proposto como teste de conceito.

O perfil cromatogrifico do tratamento da cadeia B com anidrido citraconico e
anidrido 2,3-dimetilmaleico apresentado na Figura 29 demonstra uma mudanca no perfil
do tempo de retencdo da cromatografia entre os tratamentos propostos. A férmula
molecular, massa média e massa monoisotéopica molecular desses reagentes sao
respectivamente CsH403 112.0850 Da e 112.0160 Da; CcHeO3, 126.1118 Da e 126.0317
Da. Esta mesma reacdo de bloqueio de grupos €-amino de lisinas usando anidrido
citraconico para Proinsulina foi proposta Son em 2009. A massa tedrica calculada para a
modifica¢do da cadeia B de Insulina com anidrido citraconico é 3525.05Da quando ha

perda neutra de uma molécula H,0.

As perdas neutras, ou seja, moléculas de H,O m/z 17[M+H] ¥, NH; m/z
16[M+H] " e CO m/z 27[M+H] " sdo, segundo Cantd em 2008, frequentemente geradas

durante o processo de dissociacdo induzida por colisdo.

T ELLET 96 Wit Oheomt Somnerr—| 0 W80 7T M ERE 16 Hegnif

Figura 29- Cromatograma de purificacdo em HPLC, a) reacdo de anidrido
citraconico e cadeia B de Insulina, b) reacao de anidrido 2,3-dimetilmaleico e cadeia B
de Insulina.
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O espectro encontrado na reacdo bloqueio, Figura 30, sugere que a rea¢do nao
foi efetiva quando usado o anidrido citraconico e a presenca do ion de m/z 2487.31 cujo
espectro MSMS, Figura 20, confirma a presenca do produto de Tripsindlise da cadeia B

entre residuos B-22 e B-23 sugeridos por (Wals.1994,Cruz.1997).

o 2486 10(M+H) +__2487.31
2485 95(M+H) +.2487.39
2485.87(M+H) +.| 2487 .46
2485.72 | 2487.54
2485.11_|.2487.62

2488.38

unts 2484.96.] 2488 45
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iz
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Figura 30- Espectro da reacio de bloqueio da cadeia B com anidrido citraconico obtido
por Maldi TOF MS. Calculo teérico m/z 2487.23.

A reacdo de bloqueio dos grupos €-amino de Lisinas com anidrido 2,3-
dimetilmaleico foi sugerida por Dixon em 1968 e é demonstrado no mecanismo abaixo,
Figura 31. A massa calculada para o produto da reacdo de bloqueio na cadeia B com
anidrido 2,3-dimetilmaleico é de 3539.07Da e ha liberacdo de uma molécula de H,O

como perda neutra.
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Figura 31- Mecanismo de bloqueio do grupoe-amino de lisina em reagdo com anidrido 2,3-
dimetilmaleico proposto por Dixon em 1968.

O resultado da reacdo de bloqueio do grupo amino com anidrido 2,3-
dimetilmaleico é observado no espectro da Figura 32. A reacdo de bloqueio aconteceu
para parte da amostra uma vez que pode ser detectada, na faixa de m/z 3426, a presenca
do fon de cadeia B sem o bloqueio com o anidrido 2,3-dimetilmaleico. Esta reacdo de
bloqueio cuja a concentragdo molar de 2,3-dimetilmaleico em relagdo a massa molar da
cadeia B é de 50 vezes sugere que, para o efetivo bloqueio de todos os grupos amino
livres (o e €) da amostra ocorram, sdao necessarias medidas de otimizacdo da reacdo de

bloqueio.
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Figura 32- Deslocamento de m/z de 3428 para 3539 apds a modificacdo quimica com
anidrido 2,3-dimetilmaleico. Calculo tedérico m/z da Cadeia B de Insulina Humana
3427.68 e em reacdo com anidrido 2,3-dimetilmaleico m/z 3539,08.

Frente aos resultados obtidos, o reagente de escolha para o teste de bloqueio dos

grupos amino livres em Insulina Humana Recombinante foi o anidrido 2,3

dimetilmaleico usado em concentragdes de 50,100 e 200 vezes a razdo molar de Insulina

MLR462.
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Figura 33- Perfil cromatogrifico da amostra de Insulina Humana Recombinante apds
reacdo de bloqueio com anidrido 2,3-dimetilmaleico.
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O perfil cromatografico mostrado na Figura 33 apresenta diversos picos em
diferentes tempos de retencdo dentre os tratamentos realizados sugerindo que, os
produtos formados na presenca das diferentes concentragdes apresentam perfis de
hidrofobicidade distintos para a cromatografia de fase reversa HPLC usando coluna
C18. Na concentracdo de 50 vezes a razdo molar, varios picos de diferentes tempos de
retencdo sdo encontrados possivelmente devido ao bloqueio parcial dos grupos amino
livres (ot e €) j4 sugeridos no tratamento anteriormente demonstrado para cadeia B. As
concentracdes de 100 e 200 vezes tem com semelhancgas alguns tempos de retencdo
sendo os picos melhores resolvidos ora para 100 vezes ou 200 vezes. Diante dessas
evidéncias cromatograficas, os experimentos a seguir foram conduzidos com reagdo de
bloqueio da qual a concentragdo de 2,3-dimetilmaleico em relacdo 4 Insulina € de 100:1,
a temperatura ambiente de 22°C com constante correcdo de pH (feita com NaOH 0,1N)
até o término da reacdo de bloqueio. O espectro da reacdo de bloqueio pode ser

analisado na Figura 34.
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Figura 34- Espectro MS obtido por Maldi TOF da Insulina MLR462 apds reagdo com
2,3-dimetilmaleico. fons encontrados com m/z 5805.7, 5917.9 e 6035.7. Os célculos
tedricos para a Insulina Humana Recombinante é de m/z 5806.6, adicdo de um grupo
2,3-dimetilmaleico m/z 5936.81 e adicdo do segundo grupo 2,3-dimetilmaleico m/z
6047.91.
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O fato do bloqueio ocasionado por este reagente ser de extremo interesse, se faz
em torno da presenca de cargas negativas dos residuos em bloqueio que passam a nao
estarem mais disponiveis ao reconhecimento da Tripsina, portanto, as ligacdes

peptidicas adjacentes permanecem resistentes a hidrolise (Son, 2009.)

Para que ocorra a reacdo do anidrido 2,3-dimetilmaleico tanto no N-terminal
(grupo o-amino) ou na cadeia lateral da Lisina (€é—amino) esses grupos devem estar
desprotonado. O residuo que possui o grupo o-amino N-terminal da cadeia A de
Insulina € uma Glicina cujo pKa (medida da tendéncia do grupo para ceder o préton) é
de 9,6 e na cadeia B uma Fenilalanina cujo pKa € 9,24 . O residuo de Lisina na cadeia B
de Insulina ndo sofre impedimento espacial, como ja demonstrado na Figura 8, portanto

o seu grupo €-amino pKa 10,53 podem reagir de acordo com a sua desprotonacao.

Nos experimentos realizados o tampao do preparo de amostras tem o pH 9,0
fator este limitante para que os grupos aminos permanecessem na forma desprotonada.
No citado valor de pH, cerca de 33,53% dos grupos a-amino de Fenilalanina e Glicina
estdo na sua forma desprotonada e potencialmente capazes de ter atomos de oxigénio
eletronegativos no grupo carboxila que tendem a atrair elétrons, aumentando a tendéncia
do um grupo amino liberar prétons e se tornar reativo para com o anidrido 2,3-
dimetilmaleico. Uma parcela menor de grupos €-aminos, cerca 3,065% permanecem
desprotonados e portanto, menos reativos para a reacao de bloqueio, o que ndo torna o
residuo menos reativo frente aos demais ja citados como observado por Nikhil em 2006.
No entanto, residuos de Lisina podem ser encontrados em valores menores de pKa
como resultado dos efeitos de microambientes. Os valores de pKa relatados por
Schimidt & Westheimer em 1996, demonstram que as lisinas sd@o consideradas mais

reativas e podem todavia serem seletivamente modificadas. Valores de pKa 5,9 foram
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encontrados por esses pesquisadores para residuos de Lisina reativos em oxaloacetato

descaboxilase.

Os célculos tedricos de massa para Insulina Humana bloqueada coincidem com
os valores de m/z encontrada nos experimentos de aproximadamente 5921 e 6035
respectivamente e apresentados no espectro da Figura 34, sugerindo dois sitios de
bloqueio. A m/z referente ao segundo bloqueio apresenta-se muito 1dbil ao processo de
preparo da amostra para andlise em Maldi TOF uma vez que o pH 3,5 da matriz
utilizada, em minutos, impossibilita a detec¢do do bloqueio. A esse fendmeno, ja
observado por Butler em 1969, foi necessario o preparo da matriz na faixa de pH 5,0 o
que dificultou o processo de cristalizacdo junto a matriz na placa e posterior ionizacao.
Alguns espectros ainda assim foram obtidos e neles podem ser detectados a presenca de

massa adicional referente ao segundo bloqueio.

A reversibilidade do bloqueio de grupos amino de proteinas e peptideos tem
algumas vantagens. A reacdo do bloqueio ocorre por volta do pH 8,5-9,5 e €
completamente especifico para amino grupos. As proteinas e peptideos bloqueados sdo
muito soluveis em pH neutro ou alcalino desde que haja o predominio de cargas
negativas que maximizam a repulsdo eletrostatica e minimizar a agregacdo. O grupo

maleil amino formado pode ter meia vida muito estdvel, acima de pH 8,0 e facilmente

hidrolisado, abaixo de pH 5,0, por catdlise intramolecular .

Afim de confirmar a presenca do bloqueio do grupo €-amino na reagdo com 2,3-
dimetilmaleico foi analisada a amostra de Insulina, possivelmente bloqueada, no
equipamento Q-TOF onde foram encontrados os {fons multicarregados
1162.69[M+5H]", 1184.07[M+5H]",1452.66[M+H]",1479.67[M+H]", 1936.58[M+3H]"

e 1972.95[M+3H]" atribuindo inequivocamente a presenga do bloqueio na Insulina sem
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definir o amino grupo e residuo bloqueado devido a dificuldade de obtencdo de espetros

Q-TOF MSMS, Figura 35.

anidrido2.3dimetilmaleic
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Figura 35- Espectro full scan dos {fons multicarregados 1936.58[M+3H]™
1972.95[M+3H]*,  1479.67[M+4H]", 1452.66[M+4H]", 1162.69[M+5H]" e
1183.94[M+5H]" obtidos por Q-TOF MS da Insulina apds reacdo com anidrido 2,3-
dimetilmaleico.

4.5 Caracterizacao da amostra de Proinsulina Humana Recombinante

O estudo a seguir foi desenvolvido diante das caracterizagdes e teste de bloqueio
de grupos o e/ou €e-amino de cadeia B e de Insulina Humana verificados nos itens

acima.

A amostra HGUTO0045 doada pela empresa Biomm S.A. na forma liofilizada, foi
preparada a partir do processo de fermentagdo da cepa e.coli que possui o inserto de
expressao da Proinsulina Humana. Apds o processo de expressao, as células passam por
um processo de lise onde sdo liberacao dos chamados corpos de inclusao de Proinsulina
Humana que sdo tratados para que ocorra o desenovelamento das proteinas e

posteriormente o enovelamento correto € favorecido.
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A construgdo do vetor de expressdo da Proinsulina tem como elementos cadeia
A, cadeia B, cadeia C (peptideo C) e cauda de Histidina. A proteina expressa possui 97
residuos de aminodcidos cuja massa molecular € de 10758,12 Da. Apds a expressao essa
proteina (chamada proteina de fusdo) sofre a hidrélise de uma Metionina, permanecendo
com 96 residuos e massa molecular de 10633,07Da. A partir de clivagens com Tripsina
e Carboxipeptidase B essa proteina tem uma segunda estrutura hidrolisada, a Cauda de
Histidina,e entdo sua cadeia passa a ter 86 residuos de aminodcidos e peso molecular de

9406,56Da.

Na cromatografia de fase reversa HPLC da Proinsulina o pico de retengdo
encontrado foi de 29 minutos dos quais todo o volume eluido e coletado foi secado,
colocado em mistura com a matriz 0-ciano, aplicado diretamente sobre a placa de Maldi
e analisado por MS Maldi TOF, representado na Figura 36. O espectro da amostra
possui intenso fons de m/z 10616.48[M+H]" e 5313.32[M+2H]*, sendo eles
respectivamente, os valores de m/z tedricos para Proinsulina com perda neutra de dgua e

o fon correspondente com dupla carga.
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Figura 36- Espectro MS Maldi TOF da Proinsulina Humana Recombinante HGUT0045,
m/z 10616.48[M+H]" e 5313.32[M+2H]"
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O perfil dessa amostra foi avaliado no espectrometro de massa Q-TOF e
apresentado a seguir, Figura 36. Os fons encontrados sdo multicarregado com m/z
1788.14[M+6H]",  1518.84[M+7H]*,  1329.14[M+8H]",  1181.52[M+9H]" e

1063.47[M+10H]".

proinsu_p 8 (0,183 Cm (322 TOF M5 ES+
1004 1328124 3. BBE3
T 1181.523 1518.847
o e -
3\""'_
1 ! DEBA?‘% 524 9583
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Figura 37- Espectro Q-TOF MS da Proinsulina Humana Recombinante com i{ons
multicarregados m/z  1788.14[M+6H]* , 1518.84[M+7H]" , 1329.14[M+8H]",
1181.52[M+9H]", 1063.47[M+10H]"

A reacdo de bloqueio do grupo €-amino da Proinsulina Humana Recombinante
pode ser detectada através de espectrometria de massa Maldi TOF MS cuja massa
média calculada para o produto desta rea¢do é de 10742.18[M+H]" na presenca de perda
neutra de H,0 e sua respectiva dupla carga m/z 5371.09 [M+2H] *, Figura 38. A
presenca do fon m/z 9389.20 [M+H] * de baixa intensidade, indica a perda da cauda de

histidina cuja m/z teérica é de 9388.57 [M+H] *.
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Figura 38- Espectro Maldi TOF MS da Proinsulina Humana Recombinante apds a
reagdo de bloqueio de grupos amino livres.lons encontrados 10742.71[M+H]" e
5370.96[M+2H]".

4.6 Atividade enzimatica durante a conversio de Proinsulina modificada

com 2,3-dimetilmaleico e nao modificada

Existe uma correlacdo entre a estrutura das proteinas ou peptideos que fazem
parte da molécula enzimatica e suas propriedades bioldgicas, e esta propriedade leva a
uma especificidade extraordinariamente alta e reproduzivel. A especificidade das
enzimas usadas nesse experimento (Tripsina e Carboxipeptidase B) € classificada como
absoluta, ou seja, exclusiva para a hidrdlise de ligagdes peptidicas especificas formadas

por grupos carboxilicos dos aminoacidos bésicos.

O principal objetivo dos experimentos onde a velocidade de conversao
enzimatica foi determinada se fez com o interesse de verificar se a reacdo de bloqueio
dos grupos €-amino proposta neste trabalho poderia interferir na catédlise enzimatica
durante a conversdo de Proinsulina 4 Insulina. A Atividade de conversao foi avaliada

paralelamente na presenca de Proinsulina modificada com anidrido 2,3-dimetilmaleico
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(concentragdo molar de 100:1) e sem a modificacdo. Para determinar a atividade
enzimatica da Tripsina, a cada 1 hora de conversdo, foi determinada a absorbancia do

produto da hidrolise do substrato cromogenico sintético N -benzoyl-DL-arginine-p-

nitroaniline (BApNA) medido a A 410nm por espectrofotometria e sob condicdes de pH

8,3, temperatura de 25°C e concentracao de substrato de 90uM.

Os resultados encontrados, Figuras 39 e 40, demonstram que os valores de
absorbancia entre os tempos e tratamentos permanecem inalterados durante as 8 horas
de conversdo e apds 24 horas. Este resultado corrobora para a interpretacdo de
velocidade que também se faz inalterada na presenca do tratamento, Figura 41,

sugerindo que o sitio ativo da Tripsina ndo sofreu qualquer modificagdo.

Reag¢ao Conversao

W Reagdo TO Tempo (s)

0,6 W Reagdo T1 Tempo (s)
M Reagdo T2 Tempo (s)
0,4

Abs. 410nm

0,2

W Reagdo T3 Tempo (s)

W Reagdo T4 Tempo (s)

W Reagdo T5 Tempo (s)

M Reagdo T6 Tempo (s)

M Reagdo T7 Tempo (s)

10 40 70
100 130 160 190 220 »50
280 310

Reagdo T8 Tempo (s)
Tempo segundos
W Reagdo T24 Tempo (s)

Figura 39- Curva de atividade enzimadtica da Tripsina durante a conversao triptica de
Proinsulina & Insulina em tampao (pH 8,3). Medidas de absorbancia em A 410nm
coletadas por 310s a cada 1 hora .
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Reac¢ao de Conversao com ANIDRIDO

Tempo segundos

W Reagdo TO ANIDRIDO Tempo (s)
W Reagdo T1 ANIDRIDO Tempo (s)
M Reagdo T2 ANIDRIDO Tempo (s)
W Reagdo T3 ANIDRIDO Tempo (s)
M Reagdo T4 ANIDRIDO Tempo (s)
M Reagdo T5 ANIDRIDO Tempo (s)
M Reagdo T6 ANIDRIDO Tempo (s)
M Reagdo T7 ANIDRIDO Tempo
Reagdo T 8 ANIDRIDO Tempo (s)

[ Reagdo T 24 ANIDRIDO Tempo (s)

Figura 40- Curva de atividade enzimatica da Tripsina durante a conversdo triptica de

7z

Proinsulina modificada com 2,3-dimetilmaleico 4 Insulina em tampao (pH 8,3).
Medidas de absorbancia coletadas por 310s. a cada 1 hora.

0,03

0,025

0,02

0,015

v (mol.s'1p,01
0,005

2E-17

-0,005

-0,01

Atividade Enzimatica

N L n

si>

" ®o0o

T T T T T T T T T T 1

2 4 6 8 1012 14 16 18 20 22 24 26

Tempo de Conversao

@ Normalizagdo
v(mol.s-1)

M Normalizagdo
v(mol.s-1)
Anidrido

Figura 40- Atividade enzimadtica de Tripsina durante 24 horas expressa em velocidade
versus tempo de conversdo de Proinsulina em Insulina.

4.7 Conversoes enzimaticas e a formacao de B-30 Destreonina Insulina

Diante do objetivo de minimizagdo da formacdo de B-30 Destreonina Insulina

durante a conversdo enzimdtica de Proinsulina 4 Insulina, experimentos de conversao

enzimdtica fazendo uso ou ndo do reagente anidrido 2,3-dimetilmaleico foram
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realizados e os compostos intermedidrios desta reacdo foram analisados por

cromatografia de fase reversa HPLC com coluna C4 e espectrometria de massa.

Um dos derivados de Insulina presente no complexo peptidico formado durante
a conversdo enzimdtica é a B-30 Destreonina Insulina, cuja m/z tedrica ¢é
5705.6372[M+H]*,  2852.8186[M+2H]",  1901.87[M+3H]", 1426.40[M+4H]",
1141.12[M+5H]" e sua formacio se deve 4 clivagem triptica no C-terminal do residuo
30 da cadeia B de Insulina Humana. Este composto é de dificil separacdo na
cromatografia de fase reversa HPLC uma vez que a sua relacdo com a cadeia peptidica

da Insulina Humana se faz pela clivagem triptica de um residuo de Treonina, logo, seu

perfil cromatografico muito préximo ao da Insulina Humana Recombinante.

O presente trabalho, sugere que através do bloqueio de grupos €-amino a
formacdo deste derivado possa ser minimizado. Diante desta sugestdo, estudos da
conversdo enzimdtica foram necessarios. Os dados tedricos desta conversdo usando as
enzimas Tripsina e Carboxipeptidase B foram feitos e apresentados nesse trabalho e a
seguir dados experimentais foram conduzidos de forma a confirmar a sugestio da

proposta.

Durante os experimentos de conversdo enzimatica da Proinsulina foram
realizadas cromatografias de fase reversa HPLC e os dados gerados sdo apresentados
para os tempos 2,4,6 e 8 horas. As amostras em estudos foram Proinsulina, Proinsulina
em reacdo com anidrido2,3-dimetilmaleico e esta mesma amostra apds 2 horas na
presenca de meio 4cido (acido acético, pH 3,5 e temperatura de 23°C). Ao processo de
reversao da reacdo de anidrido em bloqueio dos grupos €-amino dé-se o nome de reacao

de desmaleilacdo, segundo Son em 2009 que utilizou o reagente anidrido citracOnico.
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O perfil e anélises das cromatografias de conversdo enzimdtica para as amostras

e condi¢gdes propostas na metodologia deste trabalho sdo apresentados a seguir.

Conversao 2 Horas

T 1 T T T L T ' L T 1
- 4500
100 i i 4000
—8— Gradmwnte f
—THE
] =— Conversao_Mal_2hs = 3500
—— Conversao_Desmal_Zhs
80 + = 3000
) — 2500
* 2000 3
® 604 c
- 1500
- 1000
40 4
= 500
—— =0
L} L
20 T X T ¥ T ' T T T T T -500
-5 0 5 10 15 20 25 30 35
Tempo min.

Cromatografia 1- HPLC de fase reversa, coluna 100-3.5 C4 (3.5um,C4,4.6x150mm),
apos 2 horas de conversdo enzimdtica com Tripsina e Carboxipeptidase: -- Proinsulina; -
- Proinsulina em reacdo com 2,3-dimetilmaleico; -- desmaleicdo apds 2 horas de
conversao.

Conversao 4 Horas

T g T T T T T ¥ T ; T ¥ T L T 4500
100 R - 4000
—— Conv_Mal_dHs [
—— Conv_Desmal_4Hs - 3500
- 3000
80 I
= 2500
m - 2000 3
2= 604
- 1500
= 1000
0 L 500
=0
—n [ ] ] |
20 — T T v I T " T 7 T T 1 -500
] 0 ] 10 15 20 25 30 35

Tempo min.

Cromatografia 2- HPLC de fase reversa, coluna 100-3.5 C4 (3.5um,C4,4.6x150mm),
apés 4 horas de conversdo enzimdtica com Tripsina e Carboxipeptidase B: --
Proinsulina; -- Proinsulina em reacdo com 2,3-dimetilmaleico; -- desmalei¢do apds 4
horas de conversdo.
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Conversao 6 Horas

T hd T ' T ¥ T v T . T ¥ T ha T
B Gradnte - 4500
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= 2000
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Tempo min.

Cromatografia 3- HPLC de fase reversa, coluna 100-3.5 C4 (3.5um,C4,4.6x150mm),
ap6s 6 horas de conversdao enzimdtica com Tripsina e Carboxipeptidase B: --
Proinsulina; -- Proinsulina em reacdo com 2,3-dimetilmaleico; -- desmalei¢do apds 4
horas de conversao.

Conversdo 8 horas

T . T g T . T " T ¥ T T T ¥ T 5000
100 < | ] ]
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— s -~ 4000
—Mal_8Hs
BHs_desmal
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- 3000
m 3
& 604 L 2000 E
- ~ 1000
7 Ii M/
1 - m Lo
[ [] ]
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Tempo min.

Cromatografia 4- HPLC de fase reversa, coluna 100-3.5 C4 (3.5um,C4,4.6x150mm),
apés 8 horas de conversdo enzimdtica com Tripsina e Carboxipeptidase B: --
Proinsulina; -- Proinsulina em reacdo com 2,3-dimetilmaleico; -- desmaleicdo apds 4
horas de conversdo.

De acordo com o processo industrial de conversdo, purificacdo e quantificacdo

de B-30 Destreonina Insulina ja estabelecidos pela empresa Biomm S.A., o pico
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cromatogréfico referente a Insulina possui o tempo de retencdo de 15 minutos, referente
a B-30 Destreonina Insulina o tempo de retencio é de 17 minutos e para a Proinsulina o
tempo de retencdo € de 25 minutos, jad no final do gradiente e inicio da lavagem da
coluna. Além desses picos, foram detectados alguns outros cuja drea ndo representa
elementos significativos ao processo de purificacdo, como componente Xi ainda ndo
caracterizado. Tais elementos foram reportados juntos aos dados obtidos para a
formacdo de Insulina e B-30 Destreonina Insulina cujo cdlculo de rendimento da reacao

de conversao € apresentado na Tabela 6.

Nos dados apresentados na Tabela 6, as drea dos picos cromatograficos relativos
ao tratamento da Proinsulina com 2,3-dimetilmaleico apds 4 horas de conversdo sao:
Insulina 315,23 e B-30 Destreonina Insulina 23,98. Esses mesmos elementos siao
analisados nas amostras sem tratamento com anidrido 2,3-dimetilmaleico e as areas
encontradas sdo 347,15 Insulina, 20,91 B30-Destreonina Insulina. Apds 6 horas de
reacdo de conversdo os dados apresentados demonstram o aumento da area do pico de
Insulina e decréscimo da drea para o pico da B-30 Destreonina Insulina o que, no
entanto, foi inversamente observado para o tratamento com 2,3-dimetilmaleico cuja drea
do pico de Insulina diminui consideravelmente e a drea do pico de B-30 Destreonina

Insulina demonstra uma pequena reducao.
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Exp. 028/10 Conversao de Promnsulina HGUT0045 a temperatura ambiente 23°C

Tempe  volume Recuperacio Crom. Crom Avtotal  Crom A AToral
(h) (ml) A A/mL A total A% Insuin % DT % ADT DT X % x i
HGUTOO045 | 5,0000 104524,5600 522622,8000 100.
0 5,0000
2 51000 1889754 113385240 57826,4700 111 21.58
4 5,1000|347,1591| 20329,5460 106230,6800 20.3 58.2 371 |20,9198 25.65 1530115
6 5.1000 [355,6480| 21338,8800 1088282800 208 70.73 2.73 13,7399 19.22 96,6427
Biomm S.A.
Exp. 028/10 Conversao de Proinsulina HGUT0045+ Anidrido 2, 3-dimetilmaleico 1:100, 4 temperanwa ambiente de 23°C
Tempe  volume Recuperagio Crom. Crom Avtotal  Crom A AToral
(h) (ml) A A/mL A total A% Insulin% DT% ADT DT 3 % x xi P23
HGUTOO045  5,0000 104524,5600 522622,8000 100.
0 5,0000
2 5.1000 1542897 92579820  47213,7080 9.0 3475 6.91 30,6736 415 18,6183 588175
4 51000 (3152382 189142920 56462,8%00 184 41.72 317 23,9868 519 392135 297.7353
7 5,1000(227,2439| 13634,6340 62536,6300 13.3 2593 224 19,6044 498 43,6626 3247482

Tabela 6- Célculo de rendimento da reagdo de conversdo enzimdtica da Proinsulina e
Proinsulina apds modificacdo com anidrido 2,3-dimetilmaleico a Insulina. A= édrea do
pico cromatogrifico, DT= Destreonina Insulina , Xi= elemento ndo caracterizado e
P23= pico 23 minutos de retencao.

Os picos demonstrados na cromatografia de conversio 6 horas da amostra
HGUT 0045 foram coletados, analisados por espectrometria de massa Maldi TOF MS e

a tabela com os resultados estdo no Anexo 1.

A presenca do pico cromatografico 23 na Tabela 6, para a amostra apos
tratamento com anidrido 2,3-dimetilmaleico foi quantificado e a drea relativa ao pico é
de 524,74 no final de 7 horas de conversdo enzimdtica. A hipétese levantada para a
presenca deste pico se fez em torno da alteracdo do perfil de hidrofobicidade de alguns
residuos de aminodcidos que possuem grupos amino-livres capazes de reagirem com
anidrido 2,3 dimetilmaleico. Como a exemplo desta hipétese, os perfis da Insulina
Humana e a Insulina Humana modificada com anidrido 2,3-dimetilmaleico podem ser

observados pelo grifico de hidrofobicidade Kyte-Doolittle (Kyfe, 1982) na Figura 41.
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Kyte-Doolittle Hydropathic index scale
Maoving mean window = 7 residues
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Figura 41- Gréfico de hidrofobicidade Kyte-Doolittle para a Insulina sem modifica¢do e
apds modifica¢do com 2,3-dimetilmaleico representado pela letra B.

Considerar este fato requer, todavia, a identificacdo, caracterizagdo e
quantificagdo de cada componente nos picos eluidos apds tratamento com anidrido 2,3-

dimetilmaleico e conversdao enzimdtica com Tripsina e Carboxipeptidase .

4.8 Espectrometria de massa dos intermediarios da conversao enzimatica

Diante dos resultados discutidos anteriormente a etapa subsequente foi proposta
afim de responder as perguntas sobre caracteristicas dos produtos formados e eluidos
em cada pico validado no protocolo de quantificagdo de B-30 Destreonina Insulina e em
especial o pico 23, por meio de estudos e andlises via Maldi TOF MS e MSMS. O
experimento de conversdo foi repetido e os picos entdo coletados e analisados por

espectrometria de massa.
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Para todos os tempos de conversdao propostos as amostras foram preparadas
através de ZIPTIP C18 e analisadas por Maldi TOF MS e MSMS. Os valores de m/z
média encontrados estdo na sua maioria nas formas monocarregadas [M+H] * e duplo
carregados [M+2H]" . As espécies de fons caracteristicos de Proinsulina e Proinsulina €-
amino bloqueada podem ser observados na Figura 38 até o seu quase desaparecimento
no tempo 8horas da Figura 42. Os cuidados com as condi¢des de pH e temperatura
propostas na metodologia deste trabalho foram tomados para que os valores pré-

determinados permanecessem constantes durante a conversao.

As amostras coletadas a cada hora de reacdo foram adicionadas a solugdo de
acido acético na concentragdo de 1:3, onde a correcido do pH da solugdo foi necesséria 4
inativacdo das enzimas de conversdo e a ao nao favorecimento da formagdo de
precipitado que € elucidado pelo ponto isoelétrico dos constituintes da mistura
complexa como a Insulina, PI 5,62, o reagente inicial Proinsulina, PI 6,86 na presenca

do pH écido.

A patente US6,281,329 Bl da empresa Biomm S.A. propde que para a
finalizacdo do processo de conversdo enzimatico, o pH da solucdo seja corrigido para
3,5 . No trabalho feito por Son em 2009, usando anidrido citraconico para o bloqueio de
grupos €-amino de Proinsulina, o uso desta faixa de pH(3,5) favorece a reversdo da
reacdo de maleilagdo com anidrido citraconico. Portanto, cada amostra coletada foi
analisada imediatamente apds adi¢do da solucdo de acido acético e correcao de pH 3,5 e
as amostras de reacdo com anidrido 2,3-dimetilmaleico foram submetidas a uma
segunda cromatografia em HPLC apds 2 horas em meio 4cido, a temperatura de 23°C e

analisadas por Maldi TOF MS.
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Os espectros Maldi TOF MS full scan de cada amostra sdo apresentados e

analisados a seguir:

Intens. ; ;
el a) HGUT 0045 + 2,3-DIMETILMALEICO 10728.018 Biommid_M2av SLin
1250
1000] 5366741

750
500
250
nd
4000]
3000
5313.329
2000]
1000
nl e e e e
5000 FO00 7000 5000 9000 10000 11000 12000 miz

Figura 42- Espectro full scan da convers@o enzimdtica com Tripsina e Carboxipeptidase
B no Tempo zero da curva de conversao, a) Proinsulina HGUT(0045 em reagdo com 2,3-
dimetilmaleico; b)Proinsulina HGUTO0045. fons encontrados 10728[M+H] © e
5366[M+2H]", 10616[M+H] * e 5313[M+2H]".

No tempo zero de conversio sio observados os valores de m/z 10728.42[M+H] *
correspondente a m/z média calculada para Proinsulina em reacdo com anidrido 2,3-
dimetilmaleico cujo mecanismo de reacdo ja citado neste trabalho demonstra a liberacao
de H,O m/z 17[M+H]" e a perda neutra de CO m/z 28[M+H]"; 10616.48[M+H]"
corresponde a massa da Proinsulina com perda neutra de uma molécula de H,O;

5366.74[M+2H]" e 5313.32[M+2H]" dupla cargas das respectivas moléculas de
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Proinsulina com modificagdo do anidrido 2,3-dimetilmaleico e Proinsulina. O erro

calculado para a exatiddo de massa nessa andlise foi de 39,56 ppm.

'”EE”S-] 10615.38 BiommE0_Mav11SL0n
a.u -
HGUT 0045
10326.500
2000
5315.105
1800 =
377585
1000 —
4695.7149
£00
D_ Y N " |
9377143 * Biomm9o_M9111SLIn
3000 HGUT 0045 + 2,3-DIMETILMALEICO
2500
2000
4695.406
10616.168
L 53145.660
1000
5806.674
500
i e "
5 '
' Csom0 " BoO0 7000 " oono E T Moo miz

Figura 43- Espectro Full scan da

dimetilmaleico.

conversdo enzimdatica com Tripsina e
Carboxipeptidase B apds 2 horas das amostras Proinsulina e Proinsulina + 2,3-

No tempo 2 horas de conversdo além do ions ja citados para o tempo zero

surgem fons m/z 9377.58[M+H]" teoricamente caracteristico para a perda da cauda de

Histidina; 4685.4[M+H]" teoricamente calculado como sendo uma clivagem triptica do

residuo da Arginina que mantém a cadeia B ainda conectada a cauda de Histidina;

5806.67 [M+H]" teoricamente calculado e ji4 demonstrado na caracterizacdo da Insulina

tem sua intensidade ainda pequena mas ja comeca a ser notado claramente no

tratamento da Proinsulina com anidrido 2,3-dimetilmaleico.

72|Pagina



|nE9nS-]- 3173.014 HGUT 0045 + 2,3-DIMETILMALEICO * Biornm140_m1 41141 5Lin, "Baseline subt”
..

2000 9377.438
15009 4E84.555  9808.558

10007
5001

- N N et iy

-Anng

10616 .95Bjormm1BW0_M1611115LIn
2037.445 HGUT 0045 9377.585 |

3032.899

1500

5308.857
4690.921 | 5306.084

1000+

500+ 7035.094

3305.789 HGUT 0045 + 2,3-DIMETILMALEICO + pH3.5 * Bigrm1 TW0_M171111 SLin
5808.210

3000

2000+

4886020 0377142
1000 j/jk‘
o et R
2000 ' 4000 ' BO00 ' 5000 ' 10000 ' 12000 iz

Figura 44- Espectro Full scan da conversio enzimdtica com Tripsina e
Carboxipeptidase apds 4 horas nas amostras Proinsulina e Proinsulina+ 2,3-
dimetilmaleico.

No tempo 4 horas de conversdo os ions de intensidade relevantes além dos ja
analisados para o tempo 2 horas conversdo sdo: 3305.78[M+H]" teoricamente calculado
como uma clivagem triptica no residuo de Lisina 23 e Argina55 (observar sequéncia da
Proinsulina proposta na Figura 12);7035.09[M+H]" teoricamente calculado com uma
clivagem triptica do residuo Arginina 22 e Arginina 86; 5308.55[M+2H] " teoricamente
calculado como dupla carga da molécula de com perda neutra de uma molécula de H,0;
5806.09[M+H]" teoricamente calculado e ja demonstrado na caracteriza¢do da insulina
da qual as intensidades relativas sdo crescentes na ordem de HGUTO0045,

HGUTO0045+anidrido 2,3-dimetilmaleico e HGUTO0045 +2,3-dimetilmaleico+pH3,5.
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Figura 45- Espectro Full scan da conversao enzimdtica com Tripsina e Carboxipeptidase apds
6 horas nas amostras de Proinsulina e Proinsulina + 2,3-dimetilmaleico.

No tempo 6 horas de conversdo os ions de intensidade relevantes além dos ja
analisados para o tempo 2 e 4 horas $30:5951.92 [M+H]" teoricamente calculado como
molécula de Insulina cuja Arginina 56 permanece sem a quebra da ligacdo peptidica
ocasiona pela a¢do da Carboxipeptidase B; 7042.58 [M+H]" teoricamente calculado
como clivagem triptica na Arginina 23 e Fenilalanina 86 acrescido de um ganho neutro
de 17u correspondente a uma molécula de H,0 ; 3428.07[M+H]" teoricamente calculado

e ja demonstrado nesse trabalho como cadeia B de Insulina Humana
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Figura 46- Espectro Full scan conversao enzimatica com Tripsina e Carboxipeptidase B
apo6s 8 horas para a amostra de Proinsulina.

O tempo 8 horas de conversdo enzimdtica € apresentado somente para
HGUTO0045 uma vez que a ionizacdo das amostras HGUTO0045+ anidrido 2,3-
dimetilmaleico e HGUT0045+ anidrido 2,3-dimetilmaleico+pH3,5 nao foram possiveis.
Nos “spots” da placa de Maldi para essas amostras foram observados a presenca de

grandes cristais formados, sendo esse, um dos motivos da impossibilidade de ionizag3o.

Como controle do experimento foram analisados os espectros dos ions da matriz
o-Cyano, identificados na faixa de m/z 50-500 com maior intensidade de fons entre m/z
170-370 e mostrados no espectro da Figura46. Estes ions podem ser usados na
recalibracdo do equipamento como fons de referéncia durante as andlises pelo programa
flexAnalysis-Bruker, corrigindo os erros de exatiddo de massa (ppm) mesmo apds a

obtencdo dos dados.
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Figura 47- Componentes da matriz a-Cyano usada nos experimentos identificados na
faixa de m/z 50-500 obtidas com Maldi TOF

A espectrometria de massa de perfis de conversdo baseado nas informacdes
geradas por banco de dados de sequéncias peptidicas € uma ferramenta promissora para
identificar biomarcadores da qualidade dos produtos formados mas € limitado por
fatores pré-analiticos (preparo de amostras, por exemplo) e a complexidade do
processamento de dados (Fiedler,2009). Outros critérios abordados em espectrometria
de massa sdo resolucdo e exatiddo de massa que no presente trabalho foram avaliados
para os dados de espectros Maldi TOF MS e os valores encontrados ficam em torno de
100-400 de resolugdo e 30-60 ppm de exatiddo de massa como aceitos devido as

dispersodes do processo.

Segundo o trabalho de Fiedler em 2009, o actiimulo de picos durante a obtencao
dos dados espectrométricos no equipamento MALDI TOF pode aumentar a
sensibilidade mas como consequéncia ocorre o decréscimo da resolucdo. Isso acontece

devido as dispersodes do tipo espacial, temporal e cinética que ocorrem em TOF mas que
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podem ser corrigidas aplicando extragdo pulsada com gradiente, extracdo atrasada e o

uso de refletores.

Embora muitos dados tenham sido obtidos por Maldi TOF, uma segunda técnica
de espectrometria de massa foi utilizada em busca de adicionais informacdes sobre o
processo de conversdo. A seguir, os dados de Q-TOF MS das amostras de conversio
enzimdtica nos padrdes industriais da empresa Biomm S.A. e sob modificagdes dos
grupos €-aminos livres sdo demonstrados nas Figuras 48 a) e b). Os fons obtidos estdo

na sua forma multicarregada.

77/Pagina



prro-nsulina e tripsina

NSULINA_250UN 10 5 (0.952) Crm (2:68) TOF MIES+
(00 184723 . b
1585 683
\ / LIy
lEEESi91zSE.F59 157420 1901 6104 10025%
4 WIT (S o 5 | e
| possest J
A R
A HESEI]F' ; }1555-&51 ia]:lE?E\ /'!9:95‘13 Rid 18
0 mi
1000 1200 1400 1600 1800 2000 200 2400 2600 2600 3000
pro-insulina & tripsina 2.3-dimetil maleico
INSULINA 25JUN 1162 (1.071)Cm (262) TOF MR ES+
1004 1652643 1103
L1683 149
156772
tge2 121 J B3 641
A 121198 57 774 —_—
109.779
155837 1664 613
Lingsy | (12608 \ 142 1685 061 \
1530671 /
1118087 1261.3% 1427 500 pic:Hir]
3890 1665 5% O 1075 | 205
¢ mz
1000 1100 1200 1300 400 1500 teD0 17D 1A00 1900 2000 2100

Figura 48- a) Full scan obtidos por Q-TOF MS dos fons multicarregados do fingerprinting da
conversdo triptica da Proinsulina Humana sob condicdes Industriais propostas na patente da
empresa Biomm S.A; b) Full scan dos fons multicarregados do fingerprinting da conversio
Triptica da proinsulina bloqueada com anidrido 2,3-dimetilmaleico. As setas em preto apontam os
fons triplamente e quadruplamente carregados para B-30 Destreonina Insulina e as setas em
vermelho o fon para Cauda de Histidina.

De acordo com os dados observados, os fons cujas m/z podem ser relacionados

com a lista de possiveis produtos da conversdo enzimaticas sdo: 1256.7[M+H]",

1427.7[M+4H]",1574.7

[M+2H]*,  1585.6[M+2H+Na]*

€

1902.2[M+3H]".

Curiosamente, os fons 1427.7[M+4H]" e 1902.2[M+3H]" possuem m/z monocarregada
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de 5709.59 cuja identidade pode ser condizente com a forma B-30 Destreonina Insulina.
Este fato ainda € cautelosamente tratado uma vez que relacionando a intensidade
relativa destes fons na presenga e auséncia do tratamento de bloqueio do grupo amino,
pode ser claramente detectado a minimizacdo de ambos nas amostras em tratamento
com o bloqueio, em acordo com o trabalho de Nikhil em 2006 e com a hipétese do

bloqueio efetivo demonstrado na Figura 33 e j4 discutido no item 4.4 deste trabalho.

Observando e considerando a presenca do ion de m/z 1256.77 relativo a cauda
de Histidina presente em ambos as amostras (com e sem tratamento) € cujas
intensidades relativas permanecem com valores proximos durante as analises por
espectrometria Q-TOF MS, podemos usa-los como referencia ao observar os ions
supracitados como B-30 Destreonina. Esse fato demonstra que a manutencdo da
intensidade dos sinais relativos em relacdo a cauda de Histidina demonstram um

decréscimo notavel dos ions correspondentes a B-30 Destreonina Insulina.

Tais fatos, corroboram com o0 objetivo proposto no trabalho de minimizar
formacao de B-30 Destreonina Insulina durante a conversao da Proinsulina em Insulina

pelo uso combinado de Tripsina e Carboxipeptidase B.
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5 Conclusao

Concluimos através dos dados supracitados que o bloqueio efetivo de grupos &-
amino ocorreu na presenca do reagente de bloqueio anidrido 2,3-dimetilmaleico, na

concentracdo molar de 100 vezes em relagdo a massa da amostra de Proinsulina.

A reagdo de bloqueio ocorreu em pH 9,0 e foram observados a presenga de pelo
menos um bloqueio efetivo sendo o segundo bloqueio instavel, ou seja, a reversibilidade

da reacdo foi rdpida na presenca de pH 3,5 a temperatura de 23°C.

Durante os tempos 2,4,6,8 e 24 horas de conversdo enzimética usando Tripsina
foram observados os valores de velocidade e absorbancia a 410nm em relagdo ao tempo
de quebra do substrato BApNa que se permaneceram sem alteracdes na presenca do
tratamento com anidrido 2,3-dimetilmaleico € na auséncia de tratamento mantendo
portanto, a atividade enzimatica da Tripsina estivel durante todo o processo de

tripsindlise .

Os resultados de Maldi TOF n@o demonstraram a presenca do ion corresponde a
B-30 Destreonina Insulina possivelmente devido a supressdo causada pela presenca de
outros fons que melhores ionizaram e portanto, foram detectados. Entretanto, o uso do
equipamento Q-TOF possibilitou a detec¢ao ndo somente da presenca deste {on durante
a conversao enzimdtica com Tripsina e Carboxipeptidase B assim como a possibilidade
de demonstrar a relacdo da sua intensidade relativa na presenca do ion correspondente a
clivagem da cauda de Histidina que demonstrava sua intensidade relativa sendo mantida
entre as amostras de Proinsulina tratada e ndo tratada corroborando com o resultado da
minimizacdo da intensidade do ifon de B-30 Destreonina Insulina observados

qualitativamente por espectrometria de Massa.
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6 Perspectivas

O presente trabalho obteve muitas informagdes sobre a conversdo enzimética e
os efeitos que o reagente anidrido 2,3-dimetilmaleico pode ter sobre a producdo de
intermedidrios como a B-30 Destreonina Insulina. No entanto, estudos de otimizacdo
das concentracdes usadas para bloqueio, temperatura e pH 6timos para o reversibilidade
desta reacdo, quantificacio dos produtos formados em cada pico cromatogréifico durante
a conversao enzimatica e a caracterizagdo dos constituintes presentes na complexa

mistura gerada durante a conversao enzimdtica ainda sdo necessdrios.

O bloqueio dos grupos €-amino que permanecem protonados em pH 9,0 é um
contexto interessante a se tratar para que sejam alcancadas melhores condi¢des de
reacdo. Um favorecimento da desprotonacdo de todos os grupos €-amino em pH 10
aproximadamente € sugerido para em seguida submeter a amostra a reacdo com anidrido
2,3-dimetilmaleico e posteriormente a conversao com Tripsina e Carboxipeptidase. Os
dados obtidos poderiam esclarecer os valores mdximos de minimizacdo de B-30

Destreonina Insulina.

Como observado, hé instabilidade do segundo bloqueio na amostra de Insulina,
possivelmente na por¢cdo N-terminal. O favorecimentos dessa reacdo poderia ser
observado no pH 6,5 sem o favorecimento da desprotonacdo de grupos €-amino. A
informacdo sobre o pKa da desprotonag¢do dos grupos o-amino e € -amino na Insulina
Humana Recombinante e Proinsulina Humana Recombinante se determinados poderiam

complementar os estudos de otimizacao da reagdo.
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Anexo |

Perfil full scan obtido por Maldi TOF MS do tempo 6 de conversido enzimdtica

por Tripsina e Carboxipeptidase B da amostra Proinsulina HGUTO0045 em tampao

Glicina 15mM, pH 8,23, temperatura 23°C analisadas por HPLC de fase reversa, coluna

100-3.5 C4 (3.5um,C4,4.6x150mm). Foram coletados todos os picos nos diferentes

tempos de retengdo como descrito na tabela a seguir e em vermelho estdo os tempos de

retencdo de cada pico coletado e no corpo da tabela estd cor detecta a presenca do ion

caracteristico a B-30 Destreonina Insulina.

miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz miz
245,026 | 2904,776 | 2905,785 | 2005,374 | 2903,92 | 2005,374 | 1718,837 | 1719,866 | 1200,36 | 1883,140 | 5058854 | 595662 | J424,507 | 3428,072 | 1883,546 | 1880,444 | 240,137 | 2908,905 | 304,469 | 304,592
2004822 | 3430,926 | 3434839 | 344,372 | 3544593 | 3430,836 | 1884,023 | 1882,554 | 1883,678 | 1296484 2007,837 | 2908,741 | 5810,504 | 3325167 | 3537,435 | 3538,069
3428072 5312,552 | 3542,964 | 1807 464 | 5803,773 | 195,868 | 210,345 3320,034 | 3329,034 | 5956,503 | 5841,784 | 6048,747 | 6020,844
5302,933 | 5806,094 | 5806,906 | 5400,26 | 532,108 | 5803,077 2408,856 | 5804,847 5340,504 | 4812,999 556,503 | 1202588 | 12014,36
5807602 | 595145 | 11607,77 | 11607,77 539489 5802,845 5842,013
11602,85 | 1161499

10602,54

5804,353

1060348
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