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Resumo

Uma vez que ainda nao existe um método padrao universal para doseamento em
Imunoglobulinas humanas, o presente trabalho teve como objetivo a realizacao de um estudo
comparativo de varios métodos de doseamento, em ambiente de Controlo de Qualidade e de

Libertacao Oficial de Lote de Medicamentos derivados do plasma humano no Infarmed.

Deste modo, procedeu-se a quantificacao de proteinas pelo método de Kjeldahl, método do
Biureto, método de Lowry e Absortividade Molar, realizando-se um estudo preliminar da
possibilidade de utilizacao de espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR) para doseamento de proteinas. Para isso, recorreu-se a preparacoes de
Imunoglobulina Humana Intravenosa (IVIG), um anticorpo presente no sangue produzido
através de plasma humano, e a Albumina de Soro Bovino (BSA) NIST (National Institute of
Standards & Technology) como substancia padrdao, uma vez que é um Material Padrao de
Referéncia (SRM).

Procedeu-se a validacao do método de Kjeldahl, avaliando-se parametros especificos como
a exatidao e a precisao (repetibilidade e precisao intermédia), sendo que para os restantes

métodos se estudaram critérios especificos de aceitacao dos ensaios.

Relativamente aos resultados obtidos para o método de Kjeldahl, os valores determinados
foram muito proximos dos teoricos. Para o método do Biureto somente se obteve resultados
validos para Imunoglobulinas. Quanto ao método de Lowry obteve-se resultados satisfatorios
apenas para solucdes de Albumina, sendo que para Imunoglobulinas se obtiveram valores
bastantes superiores aos especificados pelo produtor. Para a Absortividade Molar os
resultados obtidos para todas as amostras nao foram realistas, nao sendo um bom método
para quantificar proteinas. Relativamente ao ensaio preliminar do FT-IR o espetro IV obtido
apresentou muito ruido, nao tendo uma resposta linear e por isso, ndo € um método que

possa ser utilizado para doseamento de proteinas.

Apo6s um balanco final, ndo se identificou um método que seja adequado para padrao
universal para doseamento de proteinas, nao tendo sido alcancado o objetivo inicial do
trabalho. Contudo, considerou-se o método do Biureto a melhor metodologia para
quantificar proteinas, embora o método de Kjeldahl tivesse apresentado resultados mais
proximos teorico. Pelo facto deste Ultimo ser um método bastante demorado e com
libertacao de vapores acidos que se tornam prejudiciais a saide humana, torna-se pouco

pratico para uma utilizacao em rotina.

Palavras-Chave: Quantificacdo de  proteinas; Método padrao  universal,

Imunoglobulina; BSA; Validacao de métodos.
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Abstract

Since there is no standard dosing method for the quantification of human Immunoglobulin,
the main goal of this work was to perform a comparison study of several protein dosing
methods to assess if any of them is adequate as a standard dosing method. This study was
performed in the laboratory of Quality Control and Official Batch Release for Plasma Derived

Pharmaceuticals at Infarmed.

Protein quantification was performed using Kjeldahl, Biuret, Lowry and Molar Absorptivity
methods. A preliminary assessment of the Fourier Transform Infrared (FT-IR) spectroscopy
was also performed. Human Intravenous Immunoglobulin (IVIG), an antibody produced from
human plasma was used as a standard Immunoglobulin. Bovine Serum Albumin (BSA) NIST
(National Institute of Standards & Technology) was used as a reference protein solution since
it is a Standard Reference Material (SRM).

The Kjeldahl method was validated, evaluating specific parameters such as accuracy and
precision (repeatability and intermediate precision). For the other methods specific criteria

of assay acceptance were verified.

Regarding the results obtained with the Kjeldahl method, the values were similar to the
theoretical values. For the Biuret, acceptable results were obtained only for
Immunoglobulin. For the Lowry method it was possible to obtain satisfactory results for the
Albumin solutions although for Immunoglobulin the final results were higher than those
reported in the manufacturer specifications. For Molar Absorptivity, the results were not
realistic and therefore this is not an appropriate method to quantify proteins. For FT-IR the
IR spectrum contained too much noise and there was no linear response, thus this is not a

satisfactory method for protein dosing.

Although the goal of this work was not achieved, the Biuret method was considered the best
method for protein quantification. Although the results obtained with the Kjeldahl method
were closer to the theoretical values, this method takes a long time to perform and acid
vapours are generated which constitutes a potential hazard. For this reasons it is not an

adequate method for routine analysis.

Keywords: Protein quantification; Standard dosing method; Immunoglobulin;
BSA; Methods’ validation.
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1 Introducao

1.1 Enquadramento e Apresentacao do Projeto

Uma vez que ainda ndo existe um método padrdo universal para doseamento em
Imunoglobulinas humanas, o presente trabalho tem como objetivo a realizacao de um estudo
comparativo de varios métodos de doseamento, avaliando qual o método mais adequado
para esse fim, em ambiente de Controlo de Qualidade e de Libertacao Oficial de Lote de

Medicamentos derivados do plasma humano.

Cada proteina representa desafios individuais dependendo da sua estrutura e modo
de acdo. Assim, é necessario quantificar as proteinas, utilizando um método que deve ser
executado de acordo com uma norma que permita uma aprovacao das autoridades
reguladoras e que se torna um requisito basico ao longo do desenvolvimento de farmacos
(Aschermann et al., 2008). Por outro lado, a quantificacao de proteinas também é muito
importante e comum para determinadas aplicacdes, nomeadamente em investigacao

bioquimica e em praticas de rotina laboratorial clinica (Okutucu et al., 2007).

Quando é necessario determinar a concentracao de proteina total numa amostra, o
principal aspeto a considerar passa pela selecdo do método de quantificacdo (Thermo
Scientific, 2010), uma vez que a maioria dos métodos utilizados dependem da composicao
proteica e por isso, os resultados sao influenciados especialmente pelas técnicas e padroes
utilizados (Okutucu et al., 2007).

Deste modo, administrar uma dose exata e reprodutivel de farmaco a um paciente é
critico para aumentar a seguranca do medicamento e garantir a sua eficacia. Devido a estes
requisitos, atualmente nenhum método Unico de quantificacdo consegue determinar a
verdadeira concentracao de proteina para todas as amostras, em todos os tipos de solucao

tampao (Aschermann et al., 2008).

No sentido de escolher o método mais adequado, existem trés aspetos principais com
0s quais é necessario ter especial consideracao: onde sera utilizado o método no
desenvolvimento de farmacos; que caracteristicas serao quantificadas; quais sao as

propriedades Unicas da proteina de interesse (Aschermann et al., 2008).

Depois de escolher e estabelecer um método de quantificacao de proteinas para a
aplicacao especifica requerida, o passo seguinte é validar esse método (Aschermann et al.,
2008). A validacao de métodos analiticos consiste na confirmacao, através de exames e
provas de evidéncia objetiva, de que sao satisfeitos os requisitos especificos referentes a

uma dada utilizacao pretendida (Instituto Portugués da Qualidade, 2005).
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De acordo com a Food and Drug Administration (FDA), “métodos analiticos sensiveis
e métodos seletivos, durante a evolucdo quantitativa de farmacos e dos seus metabolitos
(analitos), sao criticos para o sucesso de estudos pré-clinicos e/ou biofarmacéuticos e
estudos farmacologicos clinicos” (Bartolucci et al., 2016). Para isso, existem parametros de
validacao International Conference on Harmonisation (ICH): exatiddao (concordancia entre
o valor obtido e o valor convencionalmente aceite como valor de referéncia); precisao
(concordancia entre os resultados obtidos por aplicacao do mesmo método analitico varias
vezes, em condicoes definidas, em mdltiplas tomas da mesma mostra homogénea);
repetibilidade (expressa a precisao obtida sob as mesmas condicoes de trabalho durante um
curto intervalo de tempo); precisdo intermédia (expressa variacdes dentro de um
determinado laboratério); especificidade (capacidade de avaliar inequivocamente um
analito na presenca de outros componentes); limite de detecao (menor quantidade de
analito numa amostra que pode ser detetada, mas nao necessariamente quantificada como
um valor exato); limite de quantificacdo (menor quantidade de analito numa amostra que
pode ser determinada quantitativamente com exatidao e precisao adequadas); linearidade
(capacidade do método analitico para obter resultados de testes diretamente proporcionais
a concentracao de analito na amostra); gama de trabalho (intervalo entre as concentracoes

mais altas e mais baixas de analito numa amostra) (Infarmed, 2016).

Deste modo, para comparacao dos diferentes métodos, realizaram-se o método de
Kjeldahl, o método do Biureto, o método de Lowry e a Absortividade Molar, tendo-se
avaliado as vantagens e limitacoes de cada um, utilizando preparacdes de Imunoglobulina
Humana Intravenosa (IVIG) e nao intravenosa. Para cada um dos métodos, estudaram-se os
parametros de avaliacao adequados, uma vez que cada uma das metodologias apresenta
parametros especificos de validacdao, nao sendo possivel avaliar todos os parametros

mencionados anteriormente.

Por fim, realizou-se uma avaliacao preliminar da utilizacao de espetroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR), no sentido de estudar a possibilidade
do uso deste método em substituicdo dos restantes, uma vez que esta metodologia é

utilizada para identificar um composto ou para conhecer a composicao de uma amostra.

1.2 Apresentacao da Instituicao

O estudo foi desenvolvido nas instalacées do INFARMED - Autoridade Nacional do
Medicamento e Produtos de Salde, I.P., no Laboratorio de Biologia e Microbiologia (LBM) da
Direcao de Comprovacao da Qualidade (DCQ). O Infarmed é um instituto publico integrado

na administracao indireta do Estado, dotado de autonomia administrativa, financeira e
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patrimonio préprio (Infarmed, 2015). O Infarmed prossegue as atribuicdes do Ministério da

Saude, sob superintendéncia e tutela do respetivo ministro (Infarmed, 2016).

O Infarmed tem por missao regular e supervisionar os setores dos medicamentos,
dispositivos médicos e produtos cosméticos, segundo os mais elevados padroes de protecao
da saude pulblica e garantir o acesso dos profissionais da saude e dos cidadaos a
medicamentos, dispositivos médicos ou produtos cosméticos, de qualidade, eficazes e

seguros (Infarmed, 2015).

A DCQ tem como competéncias participar no sistema de garantia da qualidade dos
medicamentos, proceder a libertacao oficial de lotes de medicamentos de origem bioldgica,
apoiar a avaliacao da qualidade e seguranca farmacotoxicolégica, participar em estudos de
colaboracao com outras entidades oficiais, assegurar e promover atividades de investigacao
cientifica no ambito da qualidade e seguranca dos medicamentos e produtos de salde,
realizar estudos para entidades publicas e privadas, assegurar a elaboracao de normas e
orientacdes, coordenar atividades de investigacao e desenvolvimento, colaborar na
prestacdo de assessoria cientifica, assegurar a participacdo na Rede Europeia dos
Laboratérios Oficiais de Controlo da Qualidade dos Medicamentos e assegurar a

representacao nacional e internacional do Infarmed (Infarmed, 2016).

A DCQ é composta pelas subunidades LBM e Laboratério de Quimica e Tecnologia
Farmacéuticas (LQTF). O LBM tem como competéncias comprovar a qualidade de
medicamentos bioldgicos e biotecnolégicos (nomeadamente hemoderivados), realizar
ensaios de afericao biolégica, métodos bioldgicos e parametros analiticos de natureza
quimica e fisico-quimica, proceder a avaliacdo documental de vacinas, medicamentos
hemoderivados e medicamentos contendo hemoderivados como excipiente, realizar ensaios
de controlo da qualidade microbiologica em medicamentos e produtos de saude e colaborar

no desenvolvimento de metodologias de referéncia (Infarmed, 2016).

1.3 Contributos do Trabalho

O trabalho teve como objetivo a avaliacao de qual o método analitico mais adequado
ao doseamento da quantidade total de proteina em medicamentos hemoderivados e de um
padrao de trabalho correspondente. Deste modo, o trabalho desenvolvido permitiu uma
comparacao de diferentes métodos de quantificacao, uma vez que nao existe registo de
estratégia semelhante de comparacao de métodos. As técnicas sao bem estudadas por outros
investigadores, em que a diferenca se baseia na realizacao da comparacao das metodologias,

sendo, portanto, a base principal do meu estudo.
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1.4 Organizacao da Tese

No presente trabalho, inicialmente apresentou-se uma breve descricao da
Imunoglobulina Humana Intravenosa (IVIG) e do padrao utilizado, a Albumina de Soro Bovino
(BSA), assim como uma descricdo detalhada dos métodos mais importantes para
quantificacao de proteinas, referindo algumas das suas aplicacoes, bem como vantagens e
desvantagens para cada um. Deste modo, realizou-se ainda uma avaliacao preliminar da
possibilidade de utilizar espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-

IR) em rotina, para quantificar proteinas.

De seguida, realizou-se uma listagem dos materiais e métodos utilizados,
nomeadamente as solucdes preparadas necessarias ao desenvolvimento do trabalho e as
técnicas utilizadas. Apos a realizacao das diferentes metodologias, avaliou-se os resultados

obtidos, seguida da sua discussao aprofundada e comparacao dos métodos estudados.

Por fim, enumerou-se as conclusdes retiradas do trabalho, assim como um balanco

das contribuicées do mesmo para projetos futuros.
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2 Contexto e Estado da Arte

Os métodos de ensaio que serviram de base ao presente trabalho foram enquadrados
em atividades no ambito da Norma NP EN ISO/IEC 17025:2005, que especifica os requisitos
gerais de competéncia para realizar ensaios e/ou calibracdes, incluindo amostragem
(Instituto Portugués da Qualidade, 2005).

2.1 Solucdes Concentradas de Proteinas Terapéuticas

2.1.1 Imunoglobulina Humana Intravenosa (IVIG)

A Imunoglobulina Humana Intravenosa (IVIG) é um anticorpo humano presente no
sangue utilizado para administracdo intravenosa. Deste modo, a IVIG é utilizada para
tratamentos em adultos, criancas e adolescentes que nao tenham anticorpos suficientes,
havendo uma terapia de substituicao, ou em tratamentos de adultos, criancas e adolescentes
com determinadas doencas inflamatoérias, atuando como modulador do sistema imune
(Infarmed, 2013).

A IVIG, produzida através de plasma humano, é o componente do plasma mais usado
a nivel mundial, sendo administrada em pacientes com hipogamaglobulinemia' e outras
imunodeficiéncias primarias como terapia de substituicao. As imunodeficiéncias secundarias
causadas por doencas ou terapias tém aumentado, tornando-se num campo de aplicacao
(Bertolini et al., 2013).

As Imunoglobulinas (IgG) sao usadas como agentes terapéuticos na forma de IgG
policlonal ou como soro hiper imune. Segundo a Academia Americana de Neurologia, os
agentes da Imunoglobulina podem reduzir os sintomas da doenca de Alzheimer (Gopinath et
al., 2015). O processo de fabrico de IVIG inicia-se com a colheita e teste de uma dadiva de
plasma, seguido de processos muito extensivos de separacao e purificacao de solucdes de
plasma com etanol e de processos de cromatografia (Gopinath et al., 2015). Na Figura 1

esquematiza-se o diagrama da estrutura de 1gG.

' A hipogamaglobulinemia é uma alteracao imunohematolodgica que se caracteriza por baixos niveis séricos de

anticorpos.
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‘ L Cadeia leve

* Cadeias pesadas

Figura 1 - Diagrama da estrutura de IgG. Retirado de (Mieloma Multiplo, 2016).

A potencialidade de utilizacdo do produto IVIG esta diretamente ligada com a
concentracao de IgG no produto. A viscosidade do sangue, apds uma infusao de IVIG,
aumenta a proporcionalidade da concentracao de IgG (diretamente proporcional ao
conteldo proteico total) no uso de preparacdes. Alguns autores afirmam que mudancas na
viscosidade que ocorrem apos uma terapia de IVIG podem prejudicar o fluxo sanguineo e
aumentar o risco de enfarte do miocardio ou de acidente vascular cerebral em pacientes
com risco de problemas cardiovasculares e tromboembdlicos, representando, por isso, um

estado pro-trombético (Gopinath et al., 2015).

Deste modo, um aumento de viscosidade do plasma ou uma maior concentracao de
proteina pode representar um risco adicional em doentes idosos e em doentes infetados com
o Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH), com efeitos como a hipergamaglobulinemia’ de

lesao renal aguda que recebem grande quantidade de IVIG (Gopinath et al., 2015).

O aumento da viscosidade do sangue pode também resultar num aumento da
agregacao de globulos vermelhos, mediada por um nivel mais elevado de imunoglobulina e
por uma alteracao nas propriedades dos globulos vermelhos. Assim, uma concentracao de
proteina mais elevada do que o valor recomendado pode contribuir para acontecimentos
adversos significativos, tais como complicacdes renais ou episodios tromboembolicos. Por
outro lado, uma concentracdo de proteina mais baixa do que o valor recomendado resultara
numa terapia ineficaz — dose sub-terapéutica (Gopinath et al., 2015). Assim, é essencial a
determinacao do teor de proteina total e deste modo, obter concentracdes séricas que nao

sejam sub-terapéuticas nem iatrogénicas.

2 A hipergamaglobulinemia é uma alteracdo imunohematoldgica que se caracteriza por altos niveis séricos de

anticorpos.
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2.1.2 Albumina de Soro Bovino (BSA)

A Albumina de Soro Bovino (BSA) é uma proteina globular tipicamente usada em
numerosas aplicacoes bioquimicas, devido a sua estabilidade e a sua falta de interferéncia
com reacoes bioldgicas (Gelamo et al., 2002). A BSA é uma proteina plasmatica que contribui
significativamente em funcoes fisioldgicas, tendo um papel muito importante no transporte,
distribuicao e metabolismo de muitos ligandos exdégenos (acidos gordos, aminoacidos, metais
e farmacos) (Barik et al., 2003).

A BSA é habitualmente usada em protocolos de culturas de células, particularmente
quando é necessaria uma suplementacao proteica e outro componente do soro é indesejado
(Gllseren et al., 2007). A estabilidade da solucao de BSA é excelente, especialmente se as
solucdes forem armazenadas como aliquotas congeladas. A albumina é frequentemente

usada como estabilizador de outras proteinas solubilizadas (Santos et al., 2003).

A BSA é o padrao de albumina mais confiavel para medicoes de determinacao de
proteina total (Gelamo et al., 2002), sendo o mais universal devido ao seu baixo custo, alta
pureza e disponibilidade imediata (Wilson & Walker, 2000). Assim, este foi o padrao
escolhido para o desenvolvimento do estudo e por ser o Unico padrao de proteina rastreavel

ao Sistema Internacional (SI) de medidas.

O Material Padrao de Referéncia (SRM) destina-se, principalmente, a ser utilizado
como padrao em procedimentos de analises clinicas de proteina total de soro, na evolucao
critica de padroes utilizados nestes procedimentos e como padrao de referéncia para ensaios
de proteina total por métodos colorimétricos. O SRM é uma solucao de concentracao e pureza

conhecidas (Nacional Institute of Standards & Technology, 2016).

2.2 Métodos de Doseamento de Proteina

2.2.1 Método de Kjeldahl

0 método de Kjeldahl permite, através do doseamento de azoto, a quantificacao de
proteinas totais. O resultado do doseamento das proteinas pode ser afetado pela presenca
de outras substancias azotadas na amostra. O método pode agrupar-se em trés etapas

distintas (European Pharmacopoeia 9.0).

Na primeira etapa, correspondente a digestdo (mineralizacao), ha decomposicao do
azoto por acido sulfirico concentrado, originando uma solucao de sulfato de amonio. Neste
passo deve ser utilizado um catalisador, de modo a acelerar a reacao e completar a

dissolucao e oxidacao (Chromy et al., 2015).
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(CHNO) + H,S0, — CO, + SO, + H,0 + (NH,),S0, (2.1)

Nesta etapa, a amostra organica atinge o ponto de ebulicao numa mistura de acido
sulfirico concentrado, com o objetivo de quebrar as ligacdes N nessa amostra e converter o

azoto em amonio (Chromy et al., 2015).

A segunda etapa corresponde a neutralizacao e destilacao, onde, inicialmente, ha
um excesso de base (solucao de hidroxido de sodio) que transforma a mistura da
mineralizacao acida numa solucao fortemente alcalina, surgindo a conversao dos sais de
amoénio (NH,) em amonia (NH;). De seguida, ocorre uma destilacao através de introducao
de vapor de agua na amostra, sendo destilada juntamente com a amonia, ocorrendo

condensacao e, seguidamente, formacao de uma solucao de acido borico (Infarmed, 2014).

H,S0, + 2NaOH — Na,S0, + H,0 (2.2)
(NH,),S0, + 2NaOH — Na,S0, + 2NH; + H,0 (2.3)

Por Ultimo, existe a etapa da titulacao, onde ha uma titulacdo com acido sulfurico
aferido (0,1 M; 0,2 N), de modo a quantificar a amoénia presente na solucdao de recolha
(Infarmed, 2014).

H[B(OH),] + NH; — NH,[B(OH),] (2.5)
2NH,[B(OH),] + H,S0, — (NH,),S0, + 2H[B(OH),] (2.6)

Na Figura 2 ilustra-se o equipamento Kjeldahl utilizado no presente trabalho.
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Equipamento Kjeldahl

2. Solucao de hidréxido
de sodio é adicionada
para neutralizar o pH e
para converter NH4" em
NH3

| 4. NH; é condensado

3. NH; é arrastado pelo
vapor borbulhado

1. Amostra ja digerida
com acido sulflrico

N/ 5. NH; retido por uma
solucdo acida (acido borico)

6. Finalmente, NHs é titulado com uma solucéo volumétrica de acido sulfurico ou de hidroxido de sédio

Figura 2 - Esquema do equipamento Kjeldahl. Adaptado de (PanReac AppliChem ITW Reagents, 2012).

0 método de Kjeldahl apresenta algumas vantagens, como o facto de ser um método
padrao de determinacao do contetdo de azoto numa solucao, ser universal, ter alta precisao
e ser reprodutivel (Kamizake et al., 2003), bem como ser um método relativamente simples

€ nao ser caro (Munoz-Huerta et al., 2013).

Como desvantagens, esta metodologia nao fornece uma medicao da verdadeira
proteina quando se quantifica solucdes que contenham azoto como excipiente, diferentes
proteinas necessitam de diferentes fatores de correcao (tém diferentes sequéncias de
aminoacidos) (Kamizake et al., 2003), o uso de acido sulfurico concentrado a altas
temperaturas pode representar perigo, podendo ser prejudicial para o técnico e é um

método bastante demorado (Munoz-Huerta et al., 2013).

2.2.2 Método do Biureto

O método do Biureto permite determinar a concentracao de proteinas totais,
baseando-se na interacao do ido clprico (Cu?*), presente no reagente de Biureto, em meio
alcalino, com as proteinas, dando origem a um produto que apresenta absorvancia a 545 nm
(Farmacopeia Portuguesa 9.0). A reacao que ocorre muda a cor da solucao de azul para roxo

(Chutipongtanate et al., 2012). O método do Biureto permite obter um desvio minimo entre
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amostras equivalentes de albumina e de IgG (European Pharmacopoeia 9.0). Na Figura 3

apresenta-se a interacao do ido clprico com o reagente de Biureto.

NH H,N
O m =0
< NH HN
H 2 0 % 0 = o ()
5 180°C = Cu?* NH HoN
N : é us é
=0 > \H 4+ NHjg > e C i
HaN 0 v 0 =0
st NH HN
0 =< =0
NH ; H3N
Ureia Biureto Complexo de Cobre

Figura 3 - Interacao do ido Cu?* no método do Biureto. Adaptado de (Thermo Scientific, 2010).

O método do Biureto, apesar de utilizar reagentes de baixo custo, ser rapido e nao
apresentar grande variacao de absorvancia para diferentes proteinas, ndo € muito sensivel,
sendo, portanto, uma desvantagem relativamente a outros métodos igualmente conhecidos.
Por esse motivo, este método tem vindo a ser substituido por outros mais sensiveis (Okutucu
et al., 2007).

2.2.3 Método de Lowry

O método de Lowry é utilizado para a quantificacdo de proteina total em
medicamentos e consiste na propriedade que as proteinas possuem de reduzir acidos
fosfomolibdotingsticos, contidos no reagente Folin-Ciocalteu. O reagente utilizado reage,
maioritariamente, com os residuos de tirosina da proteina, provocando o desenvolvimento
de uma coloracao (European Pharmacopoeia 9.0). Este método é simples, sensivel e preciso,
sendo um procedimento bastante citado em investigacao para a determinacao quantitativa
de proteinas (Upetri et al., 2012), no entanto a sua utilizacao tem vindo a diminuir ao longo
dos anos (Okutucu et al., 2007).

Esta metodologia tem como principio a similaridade com o método do Biureto, mas o
método de Lowry inclui o reagente Folin-Ciocalteu na reacdo para aumentar a sensibilidade
da reacao do Biureto (Chutipongtanate et al., 2012), seguida de detecao por

espetrofotometria (Infarmed, 2011).

Este método de quantificacao baseia-se na interacao da proteina com o sulfato e o
tartarato de cobre, em meio alcalino, originando um complexo proteina-cobre que reduz o
reagente de Folin-Ciocalteu num produto de cor azul, solivel em agua, detetado por
espetrofotometria a 750 nm (Infarmed, 2011). A reflexao da contribuicdo dos aminoacidos

(tirosina e triptofano) no desenvolvimento da cor é o maior problema deste método e por
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isso, a sua utilizacao tem sido recentemente diminuida (Okutucu et al., 2007). Na Figura 4

apresenta-se a reacao que ocorre mo método de Lowry.

1 I
------- CH—C—NH—CH—C—NH---- ===~
]

0
Complexo

i

0
LigacGes + Cut L Tetradentato
Peptidicas Cu™

0

]

0

1
------- CH—C —NH—CH—C —NH--------

R Proteina
Complexo oH
Tetradentato + Mo+ /Wi
1+
Cu Reagente Folin-Ciocalteu

(acido fosfomolibdotiingstico) A =750 nm

Figura 4 - Reacao esquematica do método de Lowry. Adaptado de (Thermo Scientific, 2010).

0 método de Lowry apresenta uma alta sensibilidade, sendo, por isso, muito utilizado
na determinacao da concentracao de proteinas totais em diferentes meios (Waterborg,
2002).

Uma vez que o método de Lowry é sensivel a substancias interferentes, é possivel
recorrer a um tratamento que produza a precipitacao das proteinas da amostra, sendo que
a maioria destas substancias reduz a intensidade da coloracdo obtida, existindo, ainda,

alguns detergentes que a aumenta ligeiramente (European Pharmacopoeia 9.0).

Neste método, a proteina a dosear e a proteina total sao as mesmas, isto porque a
intensidade da coloracdo pode variar consoante a espécie proteica analisada (Farmacopeia

Portuguesa 9.0).

Por outro lado, é possivel minimizar o efeito das substancias interferentes através de
uma diluicao, desde que se mantenha suficientemente alto o teor proteico a dosear, de
modo a permitir uma determinacao exata (European Pharmacopoeia 9.0). Normalmente
estes interferentes provocam um aumento na absorvancia do branco, uma diminuicao da
absortividade especifica, ou a formacao de algum tipo de precipitado sendo, por esse
motivo, uma desvantagem deste método. Para eliminar estes interferentes, uma possivel

solucao seria a precipitacao das proteinas (Waterborg, 2002).

0 método de Lowry, para além de ser a metodologia mais sensivel, apresenta melhor
exatidao, menor consumo de amostra mas, no entanto, apresenta suscetibilidade a maioria

dos interferentes (Waterborg, 2002).
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Contudo, ainda existem mais desvantagens relativamente a esta metodologia,
nomeadamente o longo tempo de analise e a grande variabilidade de absorvancia para
diferentes proteinas. Apesar das tentativas de melhoramento desta metodologia, tem vindo

a ser substituida por outros métodos (Waterborg, 2002).

2.2.4 Absortividade Molar

A Absortividade Molar baseia-se no facto de que as proteinas apresentam absorcao a
280 nm, correspondente aos aminoacidos aromaticos e abaixo de 220 nm, que corresponde
as ligacdes peptidicas (Palmgqvist et al., 2000). Assim, este método fundamenta-se na
absorcao de luz ultravioleta (UV) no comprimento de onda de 280 nm, devido a presenca
desses aminoacidos, nomeadamente a tirosina e o triptofano, podendo esta propriedade ser
utilizada para dosear proteinas (Farmacopeia Portuguesa 9.0). Na Figura 5 apresenta-se um

espetro tipo com absorvancia a 280 nm de luz UV.
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Figura 5 - Absorcao de luz UV para a Absortividade Molar. Adaptado de (Lucena, 2011).

A transmitancia (T') é dada pela razao da radiacao de energia transmitida (P) por uma
amostra pela radiacao de energia incidente (P,), presente na Equacao (2.7) (Skoog et al.,
2016).

T =P/P, (2.7)

A absorvancia (A) é definida como o logaritmo do reciproco da transmitancia,
referente na Equacao (2.8) (Skoog et al., 2016).

A=—log T =log (1/T) (2.8)

Segundo a lei de Beer, a absortividade molar (¢) é constante e a absorvancia (4) é
proporcional a concentracao molar (c), de acordo com a Equacao (2.9), onde L representa

o comprimento, tipicamente assumindo o valor de 1 cm (Skoog et al., 2016).

A=c¢cl (2.9)
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Em muitas aplicacées envolvendo proteinas, a absortividade molar é importante,
quer para identificar fracoes contendo proteina, quer para estimar a concentracao de uma
amostra pura (Skoog et al., 2016). Este método tem sido muito utilizado nos processos de
monitorizacao e separacao de proteinas, tendo como principais vantagens ser rapido e nao

destruir a amostra (Palmqvist et al., 2000).

Para a maior parte das proteinas, a absorcao UV deteta uma concentracao inferior a
100 pg/mL (Skoog et al., 2016). Quando existem baixas concentracoes, a proteina adsorvida
pode provocar uma diminuicdo consideravel do teor proteico da solucao (European
Pharmacopoeia 9.0). Contudo, a estimativa da concentracao de proteina por absorcao UV
nao é exata para solucoes complexas de proteina, uma vez que existem proteinas com
diferentes coeficientes de absorcao desconhecidos (Skoog et al., 2016), ou seja, varias
substancias absorvem no UV, fazendo com que os resultados desta metodologia sejam pouco
fiaveis.

0 método de Absortividade Molar esta sujeito a muitos interferentes, pois qualquer
substancia que apresente uma banda de absorcao na regiao de leitura torna-se um potencial

interferente (Palmgqvist et al., 2000).

Para solucdes de proteinas aquosas regularmente usadas em laboratorio, a
interferéncia com outros componentes € minimizada por medicées de absorvancia a 280 nm
(Skoog et al., 2016).

2.2.5 Espetroscopiade Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A determinacdo exata e rapida da concentracao peptidica tem sido dificil por
derivadas razbes. Deste modo, a espetroscopia de Infravermelho (IV) é um método que
permite a quantificacao de péptidos de uma forma universal, rapida e exata, que nao requer
manipulacao de amostras (Merck Millipore, 2013), ou seja, € um método facil utilizado para
identificar a presenca de certos grupos funcionais numa molécula (Jaggi et al., 2006). Por
outro lado, esta técnica também pode ser usada para confirmar a presenca de um composto

puro ou para detetar a presenca de impurezas especificas (Thermo Nicolet, 2001).

A espetroscopia IV fornece um espetro que representa uma impressao digital de uma
determinada amostra, com picos de absorcao correspondentes a frequéncia das vibracoes
entre as ligacoes atdmicas do material (Thermo Nicolet, 2001). A espetroscopia de
Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR) é uma alternativa de tecnologia nao
invasiva que permite uma medicao direta no fermentador ou num bypass sem destruicao do
analito. A espetroscopia FT-IR faz uso da interacao entre a radiacdo e a matéria em

diferentes nimeros de onda (Capito et al., 2013), levando a estruturas de absorvancia com
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energia especifica e de espetro IV especifico (Capito et al., 2013), sendo, portanto, um
estudo da interacao da luz vermelha com a matéria (Smith, 2011). A espetroscopia FT-IR
inclui o espetro de absorcao, reflexao ou emissao obtido pela transformada de Fourier (Jaggi
et al., 2006). Na Figura 6 apresenta-se um esquema do funcionamento de um espetroscépio
V.

O Espetrometro

Amostra
—-
— O
000
]
] \.______,,-"
Detetor

Energia

- 0 00|

]

—————
Fonte ‘ |

Comprimento de Onda  Comprimento de Onda

Figura 6 - Funcionamento do espetrémetro IV. Adaptado de (Thermo Nicolet, 2001).

O funcionamento do espetrometro IV é relativamente simples, uma vez que a
radiacdo IV passa através da amostra, sendo que uma parte é absorvida e a restante é
transmitida (Thermo Nicolet, 2001). Quando a radiacdo IV é absorvida, interagindo com a
matéria, causa a vibracao das ligacoes quimicas no material, dado que a presenca destas
ligacbes € uma condicao necessaria para ocorrer absorvancia IV (Smith, 2011). Na Figura 7

apresenta-se o layout de um espetrometro FT-IR.
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Y

Eeixe de Luz

¥ Espelho

Fonte de IV Espelho

-

a 5 )
Espelho Amostra Y
Espelho
Detetor -

%) o w
Compartimento da Amostra

\.________—______,-—"

Figura 7 - Layout do espetrometro FT-IR. Adaptado de (Thermo Nicolet, 2001).

Inicialmente, a onda de interferéncia é produzida no interferometro, utilizando-se
um computador para controlar este interferometro e consequentemente, armazenar e tratar
os dados. De seguida, o feixe de luz proveniente da fonte de IV é direcionado pelo
interferémetro, onde sera dividido e metade desse feixe é refletido por um espelho fixo e a
outra metade por um espelho movel. Esse feixe de luz passa através da amostra, sendo

modificado pela interacao com a amostra, atingindo o detetor (Griffiths et al., 2007).

A espetroscopia FT-IR é uma das técnicas potencialmente mais promissoras para
monitorizar agregados, uma vez que processa um bom equilibrio entre a sensibilidade e o

tempo de analise (Capito et al., 2013).

Um espetro IV é conhecido como um grafico da intensidade de radiacao IV medida
versus o comprimento de onda (Smith, 2011). A espetroscopia IV explora o facto de as
moléculas absorverem uma frequéncia especifica caracteristica da sua estrutura. Um

péptido é formado através de um aminoacido ligado covalentemente, por ligacbes peptidicas
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(Merck Millipore, 2013). A radiacdo IV é definida como luz entre 400 e 4000 cm™, uma vez

que a maioria das espetroscopias FT-IR operam nesta gama de nUmero de onda (Smith, 2011).

Para determinar a concentracao proteica e peptidica, o espetroscopio Direct Detect®
utiliza a intensidade da banda Amida | que é atribuida ao alongamento da vibracao C=0 da
ligacdao peptidica, com um contributo minimo do alongamento da vibracao C—N (Merck
Millipore, 2013). Na Figura 8 esquematiza-se as vibracoes responsaveis pelas bandas Amida
| e Amida Il no espetro de IV de proteinas, onde a primeira apresenta um nimero de onda
de aproximadamente 1600 - 1690 cm™, correspondente ao alongamento C=0, e a segunda
um nimero de onda de aproximadamente 1480 - 1575 cm™, que corresponde ao alongamento
C—N (EMD Millipore, 2012).

Vibragéo Vibragao E r
Amida | Amida Il ©
Daceacs er Amida |
H 1 oH H
: ] gL
| ' :l | S Amida Il
[] [] ©
N=— Co$=—C=— CP=N=—C.—C S8
o I s
' : Sl
[ ]
' 0 | 24
' ' S
' '
' ' -
[ ] (=13
1 : S
IR | o
=] 1 Il Il Il
(=]

1,800 1,700 1,600 1,500 1,400
NUmero de onda/ cm’!

Figura 8 - Vibracoes das bandas Amida | e Amida Il no espetro IV. Adaptado de (EMD Millipore, 2012).

O nimero de onda (W), expresso em cm™, é definido como o inverso do comprimento
de onda (1), como se pode verificar na Equa¢ao (2.10). De notar que o comprimento de

onda (1), expresso em cm, é a distancia entre as cristas de ondas adjacentes (Smith, 2011).
w=1/2 (2.10)

O numero de onda (W) é diretamente proporcional a sua energia, expresso pela
Equacdo (2.11), onde E representa a energia da luz (J), v a velocidade da luz (3x10' cm/s)

e h a constante de Planck (6,63x10°* J.s) (Smith, 2011).
E = hoW (2.11)

Assim, uma luz com alto niUmero de onda tem mais energia do que uma luz com baixo
numero de onda. A lei de Beer, Equacdo (2.9), é a base de todas as analises quantitativas
na espetroscopia FT-IR, onde a absorvancia é medida como a altura do pico do espetro FT-
IR (Smith, 2011).

A espetroscopia FT-IR tem sido utilizada para quantificacao de niveis de anticorpos e

de impurezas de Proteina de Célula Hospedeira (HCP) em fluido de cultura celular, tendo
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sido também utilizada para analisar os efeitos de armazenamento e tipo de formulacao na

estrutura do anticorpo (Capito et al., 2013).

As HCPs representam a maioria dos processos relacionados com o grupo de impurezas
presente no sobrenadante da cultura celular, durante a producdo de biofarmacéuticos. A
sua remocao e quantificacao durante os varios passos dos processos de upstream e
downstream sao requeridos como funcdes potencialmente antigénicas que os HCPs devem
possuir. Para elucidar o potencial dos métodos de fermentacao e purificacao para libertacao
de HCP assim como efeitos de parametros de cultura celular na presenca de HCP durante o

desenvolvimento do processo, muitas analises de HCP sdao necessarias (Capito et al., 2013).

A aplicacao da espetroscopia FT-IR para a caracterizacao de misturas complexas nao
é direta, uma vez que as culturas celulares consistem em varios componentes (vitaminas,
aminoacidos, colesterol, fatores de crescimento, lipidos, acidos nucleicos, proteinas e
antibioticos) (Capito et al., 2013), sendo, por isso, uma limitacao do método, visto que essas
amostras fornecem um espetro complexo cuja interpretacao é dificil devido a ndo se saber

a que banda corresponde cada molécula na amostra (Smith, 2011).

Adicionalmente, a espetroscopia FT-IR tem sido utilizado para obter proteinas com
estruturas secundarias, para identificar compostos in situ em diferentes composicoes de
culturas celulares e para analisar aminoacidos Unicos numa composicao, numa gama
milimolar. Novas estratégias envolvendo a espetroscopia FT-IR sdao a classificacdao de
microrganismos, a quantificacdo de proteinas recombinantes em culturas de células
microbianas e a determinacdo de anticorpos ou de titulos de antitrombina Ill humana em
culturas de células mamiferas (Capito et al., 2013). A espetroscopia FT-IR é a ferramenta
ideal para detetar grupos funcionais, mas nao pode ser utilizada para elucidar a estrutura

completa de uma molécula desconhecida (Smith, 2011).

A principal vantagem do FT-IR baseia-se no facto de praticamente todos os compostos
apresentarem caracteristicas de absorcao/emissao na regiao do espetro 1V, fazendo com que
possam ser analisados quantitativa e qualitativamente (Jaggi et al., 2006). O FT-IR apresenta
outras vantagens, como nomeadamente ser um método rapido (uma vez que todas a
frequéncias sao medidas simultaneamente), ser sensivel, apresentar uma mecanica simples
e ser calibrado internamente, sendo um meétodo bastante utilizado quando o tempo de
analise é um fator limitante (Griffiths et al., 2007). Estas vantagens tornam as medicoes

realizadas por FT-IR extremamente exatas e reprodutiveis.

Como todos os métodos, a espetroscopia FT-IR também apresenta algumas
limitacdes, para além das referidas anteriormente. A limitacao principal deste equipamento

baseia-se na impossibilidade de detetar atomos e ides monoatomicos, isto porque uma
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entidade atomica Unica nao possui ligacdes quimicas nem movimentos vibratorios que, por

sua vez, faz com que nao absorva radiacao IV (Smith, 2011).

Na Tabela 1 apresenta-se um resumo da comparacao das vantagens e limitacoes

tedricas dos métodos analisados ao longo do trabalho, citadas anteriormente, visto que na

ciéncia nenhum método é infalivel nem apresenta s6 vantagens, havendo parametros

incontrolaveis que poderao existir ao longo do desenvolvimento cientifico.

Tabela 1 - Comparacao das vantagens e limitacoes tedricas dos métodos estudados.

Método Vantagens Limitacées
- Método padrao de determinacao - Nao fornece uma medicéo da
do conteudo de azoto numa verdadeira proteina tendo azoto
solucao como excipiente
. - Universal - O uso de &cido sulfurico
Kjeldahl
- Tem alta precisio e é concentrado a altas temperaturas
reprodutivel pode provocar algum tipo de
, . . perigo
- Método relativamente simples e
nio é caro - Método demorado
- Utiliza reagente de baixo custo
- Rapido L )
- Nao & muito sensivel
Bi - Nao apresenta grande variacao ) o
lureto o ) - Tem vindo a ser substituido por
de absortividade para diferentes . ] o
) outros métodos mais sensiveis
proteinas
- Suscetivel a muitos interferentes
- Simples, sensivel e preciso - Longo tempo de analise
Low . id3 s
Yy Melhor exatidao e menor - Grande variabilidade de
consumo de amostra absorvancia para diferentes
proteinas
- Rapido e nao destroi a amostra - Esta sujeito a muitos
- Utilizado para identificar fracoes interferentes
Absortividade ’
Molar contendo proteina, ou para - Varias substancias absorvem no

estimar a concentracao de uma

amostra pura

UV, fazendo com que os

resultados sejam pouco viaveis
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- Rapido e sensivel - Impossibilidade de detetar

- Mecanica simples atomos e ides monoatomicos

FT-IR - Calibrado internamente - Nao pode ser utilizada para
- Ferramenta ideal para detetar elucidar a estrutura completa de

grupos funcionais uma molécula desconhecida

2.3 Validacao de Métodos

Um dos parametros mais importantes do presente trabalho foca-se na validacao de
métodos, sendo um procedimento fulcral e obrigatorio para qualquer método de modo a
verificar se os requisitos especificos para esse método sao satisfeitos (Instituto Portugués da
Qualidade, 2005).

Para a validacao de métodos, com base na guideline “Validation of Analytical
Procedures”, European Network of Official Medicines Control Laboratories, PA/PH/OMCL
(13) 82 2R, EDQM (Infarmed, 2014), que constitui uma discussdao das caracteristicas de
validacao que devem ser consideradas durante a validacao de um procedimento analitico
(European Directorate for the Quality of Medicines & HealthCare, 2014), torna-se necessario

verificar alguns parametros de validacao.

Esses parametros baseiam-se na exatiddao, que deve ser estabelecida na gama
especificada do método analitico e avaliada com base em pelo menos 9 resultados, no
minimo em 3 niveis de concentracao, em pelo menos 3 dias diferentes; e na precisao, mais
especificamente a repetibilidade, avaliada com base em pelo menos 6 resultados de uma
mesma amostra, obtidos no mesmo dia e pelo mesmo operador e devem ser realizadas, no

minimo, 9 determinacdes cobrindo a gama de trabalho especificada e a precisao intermédia,

para estabelecer os efeitos de eventos aleatorios na precisao de um método analitico,
avaliada com base em pelo menos 9 resultados de uma mesma amostra, obtidos em pelo

menos 3 dias diferentes (Bartolucci et al., 2016).
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3 Materiais e Métodos

No desenvolvimento do projeto, as amostras estudadas foram solucdes de Albuminas
e Imunoglobulinas disponiveis comercialmente e com Autorizacao de Introducao do Mercado
(AIM) em Portugal. As Albuminas utilizadas foram a Albumina Humana 20 %, os Albunorm 4
%, 5%, 20% e 25 %, e as Imunoglobulinas foram os Flebogamma® DIF 5 % e 10 %, o Gammanorm
165 mg/mL, os Octagam 5 % e 10 % e o Rhesonativ 165 mg/mL, sendo a imunoglobulina
especifica o antigénio D (Rhesus). De notar que todas as imunoglobulinas utilizadas

correspondem a imunoglobulina G (IgG).

Para a amostra padrao, utilizou-se a Albumina de Soro Bovino (BSA) NIST (National

Institute of Standard & Technology), uma vez que é o Unico padrao certificado existente.

3.1 Método de Kjeldahl

Para o método de Kjeldahl estudaram-se os Flebogamma® DIF 5 % e 10 % e os Octagam
5%e 10 %.

3.1.1 Preparacdo de Solucées

Todas as amostras foram adicionadas a 18 mL de acido sulfurico (H,S0,) 95 % minimo
com 2 pastilhas de mineralizacao (10 g), a excecao do controlo negativo (branco) onde nao
se adicionou nenhuma amostra, sendo que todas as solucdes foram testadas em duplicado
(Infarmed, 2014).

Para preparar o padrao L-Fenilalanina, pesaram-se 0,30 g de fenilalanina, com um

valor tedrico de azoto de 8,47 % (Infarmed, 2014).

Para preparar as solucdes problema, correspondente as solucdes que se pretende

analisar, calculou-se o volume de amostra a usar, utilizando a Tabela 2 (Infarmed, 2014).
Tabela 2 - Volume de amostra liquida a ser usado por ensaio. Retirado de (Infarmed, 2014).

Concentracao de Proteina | Concentracdo de Azoto | Volume de Amostra

<3% <0,5% 2 mL
3-8% 0,5-1,3% 1 mL
>8% >1,3% 0,5 mL
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Para preparar a solucao padrao, adicionaram-se 0,9 mL de Albumina de Soro Bovino
(BSA) NIST (National Institute of Standards & Technology), ao invés de 1 mL como seria
ideal, uma vez que representa a solucao limitante e tratando-se de ampolas com 2,2 mL esse
seria o volume maximo a utilizar por pipetagem reversa, resultando no consumo de uma

ampola por ensaio.

Para preparar a solucao de hidroxido de sddio (NaOH) 32 %, adicionaram-se 1600 g
de hidroxido de sodio a 4750 mL de agua purificada, colocando o baldao volumétrico em gelo
e agitando até a dissolucao completa. Por fim, acertou-se o volume num baldo volumétrico
de 5000 mL (Infarmed, 2017).

Para preparar a solucao de acido bérico (H;B03) 4 %, adicionaram-se 200 g de acido
borico a 4750 mL de agua purificada e agitou-se até a dissolucdo completa. De seguida,
ajustou-se o pH da solucao para 4,65 + 0,2 (20°C) e, por fim, acertou-se o volume num balao
volumétrico de 5000 mL (Infarmed, 2017).

Para preparar a solucao de neutralizacao dos vapores acidos, pesaram-se 300 g de
carbonato de sédio (Na,C05) 10 % e perfez-se um volume de 3 L de agua purificada, agitando-
se até a dissolucao completa. De seguida, pesaram-se 100 mg de azul de bromotimol e

adicionou-se a solucao de carbonato de sodio (Infarmed, 2013).

3.1.2 Técnica

Para o método de Kjeldahl utilizou-se o instrumento semi automatizado da marca
BUTCHI, modelo KjelMaster K-375, adaptado ao doseamento do azoto por esta metodologia

(European Pharmacopoeia 9.0).

3.2 Método do Biureto

Para o método do Biureto estudaram-se a Albumina Humana 20 %, os Albunorm 4 %,
5%, 20 % e 25 %, os Flebogamma® DIF 5 % e 10 %, o Gammanorm 165 mg/mL, os Octagam 5
% e 10 % e o Rhesonativ 165 mg/mL.

3.2.1 Preparacao de Solucées

Para preparar o reagente de Biureto, inicialmente preparou-se uma solucao A, onde
se dissolveram 3,46 g de sulfato de cobre penta-hidratado (Cu0,S.5H,0) em 10 mL de agua
purificada quente. De seguida, preparou-se uma solucao B, onde se dissolveram 3,46 g de
citrato de sodio di-hidratado (C4HsNa3;0,.2H,0) e 20,0 g de carbonato de sédio anidro
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(Na,CO3) em 80 mL de agua purificada quente. Por fim, misturaram-se as solucdes e perfez-

se um volume de 200 mL com agua purificada (Infarmed, 2013).

Preparou-se a solucao de cloreto de sédio (NaCl) 0,9 % (m/v), onde se pesaram 9 g
de cloreto de sodio e adicionaram-se 1000 mL de agua purificada, agitando até se obter uma

dissolucao completa (Infarmed, 2011).

De seguida, preparou-se a solucao de hidroxido de sodio (NaOH) 1,5 M, onde se
pesaram 60 g de hidroxido de sodio e se adicionou a uma quantidade de agua purificada
inferior a 1000 mL, agitando até se obter a dissolucao completa. Por ultimo, acertou-se o

volume num baldo volumétrico de 1000 mL (Infarmed, 2011).

Para preparar o branco, adicionou-se 1 mL de NaCl 0,9 % (m/v), 1 mL de NaOH e 400

HL de reagente de Biureto (Infarmed, 2013).

Para preparar a solucao padrao, realizou-se uma diluicao prévia 1/3 (353 pL em 647
WL de solvente) da BSA NIST em NaCl 0,9 % (m/v), recorrendo-se a uma pipetagem reversa
devida a elevada viscosidade do produto, de modo a obter-se uma solucdo com uma
concentracao de 49,463 mg/mL, valor igual a concentracao do Material de Referéncia

Interno para doseamento (MRI-d) utilizado para ensaios de rotina.

Para preparar a solucao problema, todas as amostras foram pré-diluidas em NaCl 0,9
% (m/v), utilizando-se pipetagem reversa, no sentido de se obter uma concentracao de 25
mg/mL (Infarmed, 2013). Na Tabela 12, presentes em Anexo 1 - Materiais e Métodos,

apresenta-se as diluicdes prévias realizadas para cada amostra.

3.2.2 Técnica

Inicialmente, realizaram-se 5 diluicdes diferentes de BSA NIST (através da solucao
pré-diluida), 3 repeticoes de cada, e uma diluicao 1/20 para cada amostra pré-diluida,
utilizando 50 pL de amostra pré-diluida + 950 pL de solvente (Infarmed, 2013). Na Tabela
11, presente em Anexo 1 - Materiais e Métodos, apresenta-se as diluicées preparadas e as

concentracoes finais para cada solucao, para a BSA NIST.

De seguida, alcalinizou-se cada solucao com 1 mL de NaOH, utilizando uma pipeta de
repeticao (com capacidade de 10 mL) e com a mesma pipeta adicionaram-se 400 pL de

reagente de Biureto, misturando-se (Infarmed, 2015).

Durante pelo menos 20 minutos, mantiveram-se as amostras a uma temperatura
compreendida entre 15°C e 25°C (temperatura ambiente). Nos 20 minutos apds a adicao do
reagente determinou-se a absorvancia, a 545 nm, num espetrofotometro UV/VIS da marca

Thermo Spectronic, modelo Helios Alpha, das solucées padrao e da solucao problema,

Materiais e Métodos 22



Estudo Comparativo de Métodos de Doseamento de Proteina em Preparagdes de Imunoglobulina Humana Intravenosa

usando o branco (solucao de cloreto de sodio 0,9 %) como liquido de compensacao (Infarmed,
2015).

Na Figura 9 apresenta-se as solucoes preparadas para o método do biureto e o

espetrofotometro UV/VIS utilizado para ler as absorvancias dessas amostras.
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Figura 9 - Método do biureto: (a) solugdes preparadas; (b) espetrofotometro UV/VIS utilizado.

3.3 Método de Lowry

Para o método de Lowry estudaram-se a Albumina Humana 20 %, o Gammanorm e os
Octagam 5 % e 10 %.

3.3.1 Preparacao de Solugoes

Comecou por se preparar o reagente Folin-Ciocalteu (1N), realizando-se uma diluicao
de uma parte de agua para uma parte de reagente Folin-Ciocalteu (2N). Isto significa que,
para cada ensaio, se realizou uma solucao com 1500 pL de reagente Folin-Ciocalteu (2N) e

1500 pL de agua purificada.

Para preparar a solucao de cloreto de sodio (NaCl) 0,9 % (m/v), pesaram-se 9 g de
cloreto de sodio e adicionaram-se 1000 mL de agua purificada, agitando até se obter uma

dissolucao completa (Infarmed, 2011).

Para preparar o branco, juntaram-se 0,2 mL de NaCl 0,9 % (m/v), 1 mL de reagente

de Lowry modificado e 100 pL de reagente Folin-Ciocalteu (1N) (Infarmed, 2011).

Para preparar a solucao padrao, diluiu-se a BSA (1:10) em NaCl 0,9 % (m/v), sendo
que a curva de calibracao foi efetuada com 5 amostras, com concentracées compreendidas

entre 5 pg/mL e 200 pg/mL, preparadas em triplicado (Infarmed, 2011). Na Tabela 13,
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presente em Anexo 1 - Materiais e Métodos, apresenta-se as concentracoes e as respetivas

diluicoes realizadas para cada amostra da curva padrao.

Na preparacao das solucoes problema, todas as amostras foram pré-diluidas em NacCl
0,9 % (m/v), no sentido de se obter uma concentracao contida no intervalo de concentracoes
da curva padrao (Infarmed, 2011). Na Tabela 14 apresenta-se as diluicoes prévias realizadas
para cada amostra e na Tabela 15 as diluicoes realizadas de modo a obter uma concentracao

final de 100 pg/mL, presente em Anexo 1 - Materiais e Métodos.

Para este método utilizou-se o kit da Pierce™ Modified Lowry Protein Assay Kit,
contendo o reagente de Lowry modificado, o reagente de Folin-Ciocalteu (2N) e a albumina

sérica bovina (2 mg/mL), utilizada como substancia padrao.

3.3.2 Técnica

Inicialmente, mediram-se 0,2 mL (200 pL) da diluicao apropriada de padrao ou de
amostra para um tubo de ensaio de 5 mL, adicionando-se, posteriormente, 1,0 mL de
reagente de Lowry modificado. Misturou-se a solucao obtida e incubou-se durante 10 minutos
a temperatura ambiente. Imediatamente apos, adicionaram-se 0,1 mL de reagente de Folin-
Ciocalteu (1N), misturou-se, cobriu-se e incubou-se durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Por fim, leram-se as absorvancias das solucées padrao e das amostras contra o
branco num espetrofotémetro a 750 nm (Infarmed, 2011). Na Figura 10 esquematiza-se o

procedimento experimental correspondente.

1 parte de agua + 1 0,2 mL de amostra + 0.1 mlL de reagente .
parte de reagente 1,0 mL de reagente de P 8 Espetrofotometro

. Folin-Ciocalteu 1N
Folin-Ciocalteu 2N Lowry

) e e —_— - =
' T
Misturar reagente Misturar bem, incubar Misturar bem, incubar 30 Ler a 750 nm
Folin-Ciocalteu 1N por exatamente 10 min min a temperatura
a temperatura ambiente ambiente

Figura 10 - Procedimento do método de Lowry. Adaptado de (Thermo Scientific, 2010).
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3.4 Absortividade Molar

3.4.1 Preparacao de Solucées

Para preparar a solucao de cloreto de soédio (NaCl) 0,9 % (m/v), pesaram-se 9 g de
cloreto de sddio e adicionaram-se 1000 mL de agua purificada, agitando até se obter uma

dissolucao completa (Infarmed, 2011).

Para preparar as solucdes problema, dissolveu-se uma quantidade adequada de
amostra em NaCl 0,9 % (m/v), no sentido de se obter uma solucao cuja concentracao proteica
esteja no intervalo entre 0,2 mg/mL e 2 mg/mL (European Pharmacopoeia 9.0). Na Tabela
16, presente em Anexo 1 - Materiais e Métodos, apresenta-se as diluicées efetuadas para

cada solucao, de modo a obter uma concentracao final de, aproximadamente, 1 mg/mL.

Na preparacao da solucao padrao, selecionou-se uma substancia de referéncia
apropriada a proteina a dosear, a BSA NIST, diluindo igualmente em NaCl 0,9 % (m/v), de
modo a obter a mesma concentracao aproximada de 1 mg/mL (European Pharmacopoeia

9.0). Todas as solucoes foram preparadas em triplicado.

3.4.2 Técnica

Para a técnica da Absortividade Molar mantiveram-se, durante todo o ensaio, as
solucoes problema, a solucdo padrao e o liquido de compensacao a mesma temperatura.
Determinou-se a absorvancia da solucao problema e da solucao padrao a 280 nm em cuvettes
de quartzo, utilizando NaCl 0,9 % (m/v) como liquido de compensacao. A resposta é linear
no intervalo de concentracoes proteicas a dosear, importante para a exatidao dos resultados

(European Pharmacopoeia 9.0).

De modo a determinar a contribuicao do efeito de difusao de luz na leitura de
absorvancia a 280 nm, calculou-se ainda a absorvancia de cada solucdo em varios
comprimentos de onda, nomeadamente 320 nm, 325 nm, 330 nm, 335 nm, 340 nm, 345 nm
e 350 nm. De seguida, através de um grafico do logaritmo da absorvancia lida em funcao do
logaritmo do comprimento de onda respetivo, determinou-se, por regressao linear, a curva
de calibracao que apresentava melhor ajuste dos pontos do grafico (Farmacopeia Portuguesa
9.0).
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3.5 Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)
3.5.1 Preparacéao das Solucgdes

Para preparar a solucao de cloreto de sodio (NaCl) 0,9 % (m/v), pesaram-se 9 g de
cloreto de sddio e adicionaram-se 1000 mL de agua purificada, agitando até se obter uma

dissolucao completa (Infarmed, 2011).

Para preparar a solucao problema, dissolveu-se uma quantidade adequada de amostra
em NaCl 0,9 % (m/v), no sentido de se obter um conjunto de solucdes de concentracoes
diferentes (2,5 %, 5%, 7,5 % e 10 %).

3.5.2 Técnica

Para realizar a analise de FT-IR, utilizou-se um espetroscopio de infravermelho da

marca Perkin Elmer, modelo Spectrum 400 e os cartdes de filtro da mesma marca, como se

v
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Figura 11 - Cartoes de filtro utilizados na espetroscopia FT-IR: (a) anel hidrofobico; (b) ponto hidrofilico.

Cada cartao contém um ponto hidrofilico rodeado por um anel hidrofébico, de modo
a reter o analito com o feixe de IV para uma aplicacao e analise conveniente da amostra
(Merck Millipore, 2013).

Utilizando esses cartdes de filtro, as amostras foram pipetadas diretamente no centro
da membrana. Deste modo, adicionaram-se 20 pyL de amostra no ponto hidrofilico e
esperaram-se entre 10 a 15 minutos no sentido de se obter uma secagem completa a

temperatura ambiente (Strug et al., 2014).
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4 Resultados e Discussao

4.1 Método de Kjeldahl

Para aceitacao da validacao do método, embora na literatura nao estejam descritos
valores especificos para estes parametros (Miller et al., 2000), avaliaram-se critérios
importantes como a exatidao, que deveria ter uma recuperacao obtida > 90 %, tendo-se
obtido 98 %, a repetibilidade, em que o coeficiente de variacao (CV) deveria ser < 10 %,
tendo-se obtido um valor de 0,31 % e a precisao intermédia, em que CV < 10 %, obtendo-se
um valor de 1,96 % (Infarmed, 2014).

Relativamente aos critérios de aceitacao do ensaio, efetuaram-se dois brancos para
cada ensaio, nos quais os volumes de titulante medidos nao deveriam exceder 0,300 mL
(Infarmed, 2014), tendo-se obtido um valor médio de 0,254 mL para os ensaios de validacao
e de 0,236 mL para os restantes ensaios, sendo que o valor do branco corresponde a média
dos dois brancos determinados. Para cada ensaio, efetuou-se a analise de uma amostra de
referéncia em duplicado, L-Fenilalanina, em que os resultados obtidos deveriam ter um CV
<5 % (Infarmed, 2014), sendo que se obteve uma média de 1,4 %. Efetuou-se para cada
ensaio um duplicado das amostras a analisar, em que os resultados obtidos em cada replicado
deveriam apresentar um CV < 5 % (Infarmed, 2014), tendo-se obtido um valor de 1,1 % como

média de todos os resultados.

Em Anexo 2 - Resultados e Discussao apresenta-se as tabelas com os valores obtidos
para cada replicado de amostra, para cada ensaio. De notar que todos os resultados foram

calculados através de um fator de proteina de 6,25.

Inicialmente procedeu-se a validacao do método, onde se aferiu uma amostra de
Octagam 5 %, utilizando a BSA NIST, de modo a ser utilizado como novo MRI-d para ensaios
de rotina do método do Biureto. Na Tabela 3 apresentam-se os resultados obtidos para a
BSA NIST, para a substancia de referéncia e para o Octagam 5 %, bem como o respetivo

desvio-padrao (s) e coeficiente de variacao (CV).

Tabela 3 - Valores médios obtidos para os ensaios de validacao, para o método de Kjeldahl.

Amostra Valor Teérico Resultado Final s CV/ %
L-Fenilalanina 8,47 % 8,40 % 0,18 2,1

BSA NIST 67,38 g/L 70,32 g/L 1,60 2,3
Octagam 5 % 50 g/l 50,89 g/L 1,01 2,0
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Para os ensaios de validacao, o resultado final obtido para a L-Fenilalanina de 8,40 %
foi um pouco inferior ao valor tedrico mas, tendo em conta o desvio-padrao associado, esse
valor é considerado aceitavel. Para a BSA NIST o resultado final foi superior ao estimado,
uma vez que o valor tedrico estabelecido no certificado seria de 67,38 g/L + 1,38 g/L (66,00
- 68,76 g/L) e por isso, o resultado final ultrapassa esse valor em 4,4 %. Quanto ao Octagam
5 %, o valor obtido de 51 g/L foi bastante semelhante ao tedrico, estando dentro do intervalo
de especificacao do produtor de 45 - 55 g/L, sendo que o resultado obtido pelo produtor foi
de 50 g/L.

Por fim, realizaram-se 3 ensaios para as amostras escolhidas, utilizando a L-
Fenilalanina como substancia de referéncia. Na Tabela 4 apresenta-se os valores médios
obtidos para cada solucao nos ensaios realizados, bem como o respetivo desvio-padrao (s) e

coeficiente de variacao (CV).

Tabela 4 - Valores médios obtidos para cada amostra, para o método do Kjeldahl.

Amostra Valor Teérico | Resultado Final s CV/ %
L-Fenilalanina 8,47 % 8,48 % 0,06 0,67
Flebogamma DIF 5 % 45 - 55 g/L 49,76 g/L 0,54 1,09
Flebogamma DIF 10 % | 90 - 110 g/L 100,20 g/L 0,74 0,74
Octagam 5 % 45 -55g/L 51,57 g/L 0,79 1,52
Octagam 10 % 90 - 110 g/L 99,10 g/L 1,19 1,20

Analisando os resultados obtidos, todos os ensaios obtiveram um coeficiente de
variacao inferior a 5 % (ver Tabela 4) e todas as amostras cumpriram os critérios de
especificacao do produtor. Relativamente a substancia de referéncia, a L-Fenilalanina, o
valor obtido de 8,48 % foi bastante semelhante ao valor teorico de 8,47 %, o que indica que

este método representa uma quantificacao verdadeira do teor de azoto em proteina.

Em todas as amostras se obteve um resultado final quase igual ao valor teorico. Para

o Flebogamma DIF 5 %, o resultado final obtido foi de 50 g/L, estando dentro do intervalo

45 - 55 g/L e sendo igual ao resultado obtido pelo produtor de 50 g/L. Para o Flebogamma
DIF 10 %, obteve-se um valor de 100 g/L, igualmente dentro do intervalo 90 - 110 g/L mas
ligeiramente superior ao valor obtido pelo produtor de 97 g/L. Quanto ao Octagam 5 %,
obteve-se um resultado final de 52 g/L, estando conforme no intervalo 45 - 55 g/L mas acima
do resultado obtido pelo produtor de 49 g/L. Por fim, para o Octagam 10 % obteve-se um
valor de 99 g/L, também dentro do intervalo 90 - 110 g/L e superior ao valor de 97 g/L

obtido pelo produtor.
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Para este método nao se estudou nenhuma Albumina, por conter triptofano como
excipiente, bem como Gammanorm e Rhesonativ, que contém glicina como excipiente, uma
vez que sao aminoacidos com azoto na sua composicao, o que iria influenciar os resultados
finais pelo método de Kjeldahl, obtendo-se uma quantificacdo maior do que a esperada, pois

ndo iria representar uma quantificacao da verdadeira proteina, mascarando os resultados.

Com isto, conclui-se que o método de Kjeldahl é um bom método de quantificacao
de proteinas e absoluto, obtendo-se resultados muito proximos dos teoricos, mas, € um
método bastante demorado, uma vez que é necessario preparar as amostras, efetuar a
digestao durante 70 minutos, seguido do arrefecimento de aproximadamente 30 minutos e
por fim, leitura das amostras na unidade de destilacao e titulacao, fazendo que com seja
um método pouco automatizado. Outro aspeto a citar baseia-se na preparacao das solucoes,
devido ao seu elevado tempo, bem como a titulacao do acido sulfurico utilizado,
representando também um processo bastante demorado. Por Ultimo, este método esta
sujeito a libertacdo de vapores prejudiciais a salde humana, devido as elevadas
temperaturas de manuseamento do acido sulflrico, necessitando de equipamentos de
protecao coletiva (Hotte) para seguranca dos utilizadores, o que se torna um método pouco

pratico para uma utilizacao em rotina.

4.2 Método do Biureto

Para o método do Biureto, realizou-se uma curva padrao em cada ensaio e
relativamente aos critérios de aceitacao dessa curva padrao, segundo a literatura, deveria
ter um coeficiente de correlacao > 0,995, o desvio-padrao do declive deveria ser inferior a
5 % e a ordenada na origem deveria conter a origem (Miller et al., 2000). No entanto, o
Infarmed nao considera estes parametros relevantes, sendo que, para a reta de calibracao
ser valida, esta deveria ter um coeficiente de correlacao > 0,99 (Infarmed, 2015), tendo-se
obtido uma média de 0,9999 e a soma dos residuais deveria ser < 0,0010 (Infarmed, 2015),
obtendo-se uma média de 0,0001. Deste modo, os valores de absorvancia obtidos para cada
triplicado de amostra de referéncia deveriam ter um CV < 10% (Infarmed, 2015), sendo que

o valor obtido foi de 1,3 %.

Quanto aos critérios de aceitacao da amostra, de notar que os valores de absorvancia
obtidos para cada triplicado de amostra deveriam apresentar um CV <10 % (Infarmed, 2015),

tendo-se obtido um valor de 1,2 %.

Em Anexo 2 - Resultados e Discussao apresenta-se as tabelas com os valores obtidos

para cada replicado de amostra, para cada ensaio.
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Na Figura 12 observa-se a comparacao entre as retas de calibracao de MRI-d e de
BSA NIST, obtidas no software CombiStats™, para uma analise estatistica utilizando o modelo
de linhas paralelas, de modo a verificar se havia paralelismo entre as duas curvas. E possivel
verificar que existe paralelismo mas nao linearidade, o que indica que nao é possivel concluir
se existe efeito de matriz na gama de trabalho avaliada, ou seja, se ha interferentes nas
solucoes e consequentemente, este SRM pode ser utilizado como alternativa a substancia

utilizada como padrao em ensaios de rotina (Octagam 5 %).
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Figura 12 - Comparacao entre MRI-d e BSA NIST obtido no software CombiStats™.

Relativamente aos critérios de validacao, todos os coeficientes de variacao foram
inferiores a 10 % e o resultado final obtido para a BSA NIST, utilizando o MRI-d como reta de
calibracao (69,26 mg/mL), esta muito proximo do obtido pelo produtor (69,58 mg/mL), o
que permite concluir que a curva de BSA NIST pode ser uma alternativa viavel a reta de MRI-
d mas, para isso, sera necessario realizar uma analise estatistica aprofundada num futuro

trabalho.

De seguida, avaliou-se os resultados obtidos para cada amostra, tendo especial
atencao aos coeficientes de variacao (CV) e aos resultados finais, de modo a concluir se o

valor estava dentro do intervalo especificado pelo produtor.

Na Tabela 5 apresenta-se os valores médios dos 3 ensaios obtidos, para cada lote de
cada amostra, de concentracdo, absorvancia e resultado final, para o método do Biureto,

bem como o desvio-padrao (s) e coeficiente de variacao (CV) associados a absorvancia.
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Tabela 5 - Valores médios obtidos para cada lote de amostra, para o método do Biureto.

Amostra Lote Concentragao/ Absorvancia Resultado s CV/ %
mg/mL Final
1 1,363 0,172 21,8 % (m/v) 0,002 1,2
Albumina

e 571 6% 2 1,367 0,173 21,9 % (m/v) 0,002 1,0
3 1,355 0,172 21,7 % (m/v) 0,003 1,5
1 1,417 0,181 4,3 % (m/v) 0,000 0,0
Albunorm 4 % 2 1,426 0,182 4,3 % (m/v) 0,001 0,6
3 1,426 0,182 4,3 % (m/v) 0,001 0,3
1 1,324 0,169 5,30 % (m/v) 0,002 1,4
Albunorm 5 % 2 1,322 0,170 5,29 % (m/v) 0,003 1,5
3 1,330 0,171 5,32 9% (m/v) 0,002 0,9
1 1,298 0,166 20,8 % (m/v) 0,002 0,9
Albunorm 20 % | 2 1,316 0,168 21,0 % (m/v) 0,002 0,9
3 1,320 0,168 21,1 % (m/v) 0,002 1,2
1 1,342 0,171 26,8 % (m/v) 0,001 0,7
Albunorm 25 % | 2 1,340 0,170 26,8 % (m/v) 0,001 0,7
3 1,366 0,174 27,3 % (m/v) 0,003 1,8
Flebogamma 1 1,354 0,173 54 mg/mL 0,001 0,6
DIF 5 % 2 1,382 0,176 55 mg/mL 0,001 0,3
Flebogamma 1 1,337 0,171 107 mg/mL 0,002 1,0
DIF 10 % 2 1,353 0,173 108 mg/mL 0,002 1,2
1 1,458 0,188 175 mg/mL 0,004 2,1
Gammanorm 2 1,444 0,186 174 mg/mL 0,002 0,8
3 1,418 0,183 170 mg/mL 0,001 0,3
1 1,370 0,174 5,5 % (m/v) 0,001 0,7
Octagam 5 % 2 1,389 0,176 5,5% (m/v) 0,001 0,6
3 1,382 0,175 5,5 % (m/v) 0,001 0,7
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1 1,329 0,170 10,6 % (m/v) 0,001 0,7

Octagam 10 % 2 1,359 0,173 10,9 % (m/v) 0,001 0,3
3 1,342 0,172 10,7 % (m/v) 0,001 0,7

1 1,447 0,183 174 mg/mL 0,012 6,5

Rhesonativ 2 1,465 0,185 176 mg/mL 0,004 2,4
3 1,446 0,183 174 mg/mL 0,006 3,4

Para as Albuminas estudadas, todos os ensaios obtiveram um coeficiente de variacao
inferior a 10 % (ver Tabela 5), como seria esperado. Relativamente ao resultado final, para

a Albumina Humana 20 %, nenhum dos lotes cumpriu os critérios de especificacao do

produtor, uma vez que se obteve um valor de 21,8, 21,9 e 21,7 % (m/v), fora do intervalo
19,0 - 21,0 % (m/v). O mesmo se verifica para o Albunorm 4 %, em que se obteve um valor
de 4,3 % (m/v) para todos os lotes, valor fora do intervalo 3,8 - 4,2 % (m/v) e para o Albunorm
5 %, onde se obteve um valor de 5,30, 5,29 e 5,32 % (m/v), fora do intervalo 4,75 - 5,25 %

(m/v). Relativamente ao Albunorm 20 %, apenas duas das amostras cumpriram os critérios

de especificacao do produtor, obtendo-se valores de 20,8 e 21,0 % (m/v), visto que na
terceira amostra se obteve um valor de 21,1 % (m/v), fora do intervalo 19,0 - 21,0 % (m/v).

No entanto, o Albunorm 25 % segue o mesmo modelo que os trés primeiros, onde nenhum

dos lotes cumpriu os critérios de especificacao do produtor, pois obteve-se um valor de 26,8
% (m/v) para os dois primeiros e de 27,3 % (m/v) para o Ultimo, fora do intervalo 23,8 - 26,2
% (M/v).

Relativamente as Imunoglobulinas, todos os ensaios obtiveram um coeficiente de
variacao inferior a 10 % e todos os lotes de cada amostra cumpriram os critérios de

especificacao do produtor. Para o Flebogamma DIF 5 %, obteve-se um resultado final de 54

e 55 mg/mL, dentro do intervalo 45 - 55 mg/mL, sendo que o resultado determinado pelo

produtor foi de 48 e 49 mg/mL, respetivamente. Para o Flebogamma DIF 10 %, obteve-se um

valor de 107 e 108 mg/mL, dentro do intervalo 90 - 110 mg/mL, estando acima do valor
obtido pelo fornecedor de 97 mg/mL para ambos os lotes. Quanto ao Gammanorm, obteve-
se os valores de 175, 174 e 170 mg/mL, dentro do intervalo 149 - 182 mg/mL, tendo o
produtor obtido um resultado de 164, 179 e 164 mg/mL, respetivamente. Para o Octagam 5
% obteve-se o valor de 5,5 % (m/v) para todos os lotes, dentro do intervalo 4,5 - 5,5 % (m/v),
sendo que o resultado obtido pelo produtor foi de 5,0 % (m/v) para todos os lotes. Quanto
ao Octagam 10 % os valores obtidos foram de 10,6, 10,9 e 10,7 % (m/v), dentro do intervalo

9,0 - 11,0 % (m/v), tendo o produtor obtido um valor de 9,7 % (m/v) para o primeiro e de
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10,0 % (m/v) para os outros dois lotes. Por fim, para o Rhesonativ, obteve-se um resultado
final de 174, 176 e 174 mg/mL, dentro do intervalo 149 - 182 mg/mL, valores inferiores aos
obtidos pelo produtor de 166 e 165 mg/mL, sendo que para o lote 3 ndo ha informacao deste

valor.

O método do Biureto é relativamente simples e rapido, as solucdes sao de facil
preparacao, bem como as amostras, nao apresenta nenhum fator prejudicial a saide humana
e embora nao se tenham obtido resultados positivos para solucées de Albumina, esta

metodologia € uma boa opcao para ser utilizado em ensaios de rotina.

4.3 Método de Lowry

Para o método de Lowry, realizou-se uma curva padrao em cada ensaio e para
aceitacao dos parametros de validacao, avaliou-se a linearidade que, segundo a literatura,
deveria ter um coeficiente de correlacao > 0,995, o desvio-padrao do declive deveria ser

inferior a 5 % e a ordenada na origem deveria conter a origem (Miller et al., 2000).

Contudo, o Infarmed nado considera esses os parametros de aceitacdao da reta de
calibracao, sendo que a relacao entre a absorvancia e a concentracao de proteina existente
nas amostras teria de ser linear dentro do limite de concentracao referido para as solucoes
padrao. Para isso, era necessario que a reta padrao tivesse um coeficiente de correlacao nao
inferior a 0,99 (Infarmed, 2011), tendo-se obtido um valor de 0,9989 e que os valores de
absorvancia obtidos para cada triplicado de padrao e de amostra apresentassem um
coeficiente de variacao inferior a 10 % (CV < 10 %) (Infarmed, 2011), obtendo-se um valor de

2,8 % para o padrao e de 2,7 % para a amostra.

Na Tabela 6 apresenta-se os valores médios dos 3 ensaios obtidos, para cada lote de
cada amostra, de concentracao, absorvancia e resultado final, para o método de Lowry, bem

como o desvio-padrao (s) e coeficiente de variacao (CV) associados a absorvancia.

Tabela 6 - Valores médios obtidos para cada amostra, para o método de Lowry.

Concentragao/ . Resultado
Amostra Absorvancia s CV/ %
mg/mL Final
Albumina
0,097 0,233 19,4 % (m/v) 0,008 3,6
Humana 20 %
Gammanorm 0,131 0,307 217 mg/mL 0,009 2,8
Octagam 5 1 0,133 0,308 6,7 % (m/v) 0,014 4,5
% 2 0,138 0,316 6,9 % (m/v) 0,004 1,3

Resultados e Discussao 33



Estudo Comparativo de Métodos de Doseamento de Proteina em Preparacdes de Imunoglobulina Humana Intravenosa

3 0,136 0,315 6,8 % (m/v) 0,005 1,6
1 0,135 0,313 13,5 % (m/v) 0,008 2,5
Octagam
10 % 2 0,140 0,322 14,0 % (m/v) 0,005 1,6
3 0,134 0,309 13,4 % (m/v) 0,012 3,9
Em Anexo 2 - Resultados e Discussdao apresenta-se os valores obtidos

detalhadamente para cada amostra, sendo que em todos os ensaios se obteve um CV inferior
a 10 % (ver Tabela 6).

Para a Albumina Humana 20 %, o resultado final de 19,4 % (m/v), proveniente da

média dos 3 ensaios, cumpre os parametros de especificacao do produtor, mas,
separadamente, apenas no Ultimo ensaio se obteve um valor no intervalo 19,0 - 21,0 % (m/v),

sendo que nos restantes ensaios esse valor se encontrava abaixo do limite.

Relativamente ao Gammanorm, em nenhum dos ensaios se obteve um resultado final
no intervalo 149 - 182 mg/mL, sendo que a média dos 3 foi de 216 mg/mL, valor superior a
esse limite e do produtor de 164 mg/mL. Para o Octagam 5 %, o resultado final nao cumpre
a especificacao, sendo que se obteve um valor de 6,7, 6,9 € 6,8 % (m/v), acima do intervalo
4,5 -5,5% (m/v), tendo o produtor obtido um valor de 5,0 % (m/v) para todos os lotes. O
mesmo aconteceu para o Octagam 10 %, uma vez que o resultado final, para cada lote, foi
de 13,5,14,0 e 13,4 % (m/v), estando fora do intervalo 9,0 - 11,0 % (m/v) especificado pelo
produtor, uma vez que o resultado obtido pelo mesmo foi de 9,7 % (m/v) para o primeiro e

de 10,0 % (m/v) para os dois Ultimos.

O método de Lowry é sensivel ao triptofano e como as Albuminas contém esse
aminoacido como excipiente, o reagente de Folin-Ciocalteu reage com os residuos do
triptofano, causando um resultado final aceitavel, ao contrario dos restantes farmacos que
excederam o limite de especificacao do produtor. Nesta metodologia trabalhou-se com
diluicées muito elevadas, fazendo com que os volumes de soluto fossem muito baixos, o que
pode indicar uma ma caracterizacao da solucao em termos de proteina, pois a aliquota
retirada pode nao representar exatamente a composicao do farmaco em questao, podendo
ser outro motivo para o fracasso dos resultados obtidos. Deste modo, este método nao é uma

boa opcao para realizar ensaios de rotina.
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4.4 Absortividade Molar

Para a Absortividade Molar, ndao existem parametros de linearidade na literatura,
para aceitacao da reta de calibracdo. Deste modo, leu-se a absorvancia, tanto para a
substancia padrao como para cada amostra, num comprimento de onda de 280 nm, bem
como numa gama de comprimentos de onda especificos (250 - 300 nm), de modo a calcular
a contribuicao do efeito de difusao da luz na absorvancia lida em 280 nm (Farmacopeia
Portuguesa 9.0). Na Tabela 7 apresentam-se as absorvancias obtidas para a substancia
padrao, BSA NIST, para cada comprimentos de onda, bem como o desvio-padrao (s) e

coeficiente de variacao (CV).
Tabela 7 - Valores obtidos para a substancia padrdo, para a Absortividade Molar.

Comprimento de Onda/ nm
BSA NIST

280 320 325 330 335 340 345 350

Absorvancia | 0,678 | 0,018 | 0,015 0,012 0,010 | 0,009 | 0,008 | 0,008

s 0,002 | 0,003 | 0,003 0,003 0,003 0,002 | 0,002 | 0,002

CV/ % 0,31 14,25 | 17,16 22,05 26,46 22,30 24,98 21,65

Através dos resultados obtidos, efetuou-se um grafico do logaritmo da absorvancia
lida em funcao do logaritmo do respetivo comprimento de onda. De seguida, através de
regressao linear, determinou-se qual seria o valor da absorvancia que se deveria obter para
um comprimento de onda de 280 nm, tendo dado uma absorvancia corrigida de 0,055.
Posteriormente, subtraiu-se esse valor a absorvancia lida através do espetrofotémetro,

obtendo-se um valor de 0,623.

Deste modo, realizou-se igualmente uma regressao linear para cada uma das
restantes amostras e com a equacao obtida determinou-se a absorvancia corrigida. De
seguida, através da Equacdo (4.1), determinou-se a concentracao de proteina na solucao
problema (C,), onde C, representa a concentracao de proteina na solucdo padrao e 4, e A;
representam as absorvancias corrigidas da solucdao problema e da solucao padrao,

respetivamente (Farmacopeia Portuguesa 9.0).

Cy = Cs X (Ay/Ag) (4.1)

Na Tabela 8 apresenta-se as absorvancias corrigidas, a concentracao de proteina e o
resultado final obtido para cada lote de amostra analisado, para a Absortividade Molar, bem

como o desvio-padrao (s) e coeficiente de variacao (CV) associados a absorvancia.
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Tabela 8 - Resultados obtidos para cada amostra, para a Absortividade Molar.

. Concentracao
Amostra Absorvancia (4,) Resultado Final/ g/L
(¢! g/L
1 1,361 147,19 7359
Flebogamma DIF 5 %
2 1,377 148,86 7443
1 1,431 154,71 15471
Flebogamma DIF 10 %
2 1,372 148,33 14833
1 1,384 149,59 7479
Octagam 5 % 2 1,407 152,09 7605
3 1,377 148,83 7442
1 1,364 147,50 14750
Octagam 10 % 2 1,386 149,85 14985
3 1,342 145,12 14512

Pelos resultados obtidos € possivel concluir que este método nao é de todo o mais
adequado para quantificar proteinas, visto ser um método que se fundamenta na absorcao
de luz ultravioleta a 280 nm e a maioria das substancias existentes nas proteinas absorvem
neste comprimento de onda. Deste modo, os resultados finais obtidos, todos eles valores nao
realistas, podem representar uma quantificacdo de todos os componentes da proteina,
nomeadamente dos excipientes, mascarando, assim, os resultados que deveriam ser obtidos
para este método, no sentido de apresentarem conformidade com o intervalo de

especificacao do produtor.

As solucoes de Flebogamma DIF 5 % e 10 % contém d-sorbitol como excipiente,
enquanto que os Octagam 5 % e 10 %, sao solucoes que contém maltose como excipiente,
substancias que podem absorver no ultravioleta e provocar um aumento significativo nos

resultados.

4.5 Espetroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FT-IR)

Para a espetroscopia FT-IR, realizou-se um estudo preliminar para verificar se este

método poderia ser utilizado em quantificacdo de proteinas. Nesse sentido, analisou-se
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apenas uma solucao de Octagam, fazendo diluicoes seriadas, uma vez que representa um

dos produtos mais estudados na instituicao.

Deste modo, através de uma amostra de Octagam 10 %, realizando-se diluicoes de
modo a obter solucdes com uma concentracao de 7,5 %, 5 % e 2,5 % e procedeu-se a uma
leitura de espetroscopia FT-IR, onde se obteve o grafico da Figura 13, expresso em

absorvancia em funcao do nimero de onda.
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Figura 13 - Grafico obtido por FT-IR para varias diluicdes de Octagam 10 %.

Apos varias tentativas de obtencao de resultados viaveis, nao foi possivel determinar
se esta metodologia poderia ser usada para o efeito. Através da Figura 13 é possivel observar
que o grafico obtido apresenta bastante ruido, nao havendo uma resposta linear no
comprimento de onda especifico do infravermelho. Deste modo, ndo se consegue, de todo,
determinar os varios grupos funcionais existentes na amostra analisada, sendo que no
numero de onda correspondente a banda Amida | (1600 - 1690 cm™) e a banda Amida Il (1480
- 1575 cm™) ndo se consegue distinguir as diferentes amostras, havendo uma resposta

percetivel mas nao clara.
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De notar que esta metodologia requer um tempo de estudo superior ao tempo
disponivel do trabalho em questdo. Por esta razao, nao foi possivel otimizar as condicoes de
operacao envolvidas. Um dos parametros a otimizar sera o volume pipetado de amostra para
os cartdes de filtro, uma vez que na literatura refere uma pipetagem de 2 L, que representa
um volume demasiado pequeno, tendo-se otimizado para 20 pL por ser um volume minimo
aceitavel de pipetagem reversa, mas que requer um tempo de secagem superior ao normal,

0 que pode influenciar os resultados em questao.

Uma vez que se considerou o método de Kjeldahl e o método do Biureto as melhores
metodologias para quantificacao de proteinas, realizou-se uma comparacao dos resultados
obtidos para os mesmo lotes de amostra estudados. Na Tabela 9 apresenta-se essa

comparacao, bem como o limite de especificacao e o resultado obtido pelo produtor.

Tabela 9 - Comparacao dos resultados obtidos para o método de Kjeldahl e para o método do Biureto.

Intervalo de
Amostra . Kjeldahl Biureto Produtor
Especificacdo
Flebogamma DIF 5 % 45 - 55 g/L 49,76 g/L 55¢g/L 49 g/L
Flebogamma DIF 10 % 90 - 110 g/L 100,20 g/L 108 g/L 97 g/L
Octagam 5 % 45 -55g/L 51,57 g/L 55¢g/L 50 g/L
Octagam 10 % 90 - 110 g/L 99,10 g/L 107 g/L 97 g/L

Através da comparacao de amostras € notdrio que os resultados do método de
Kjeldahl sao mais proximos dos valores obtidos pelo produtor, verificando-se ainda que para
o método do Biureto esses resultados estao muito proximos ao limite superior do intervalo
de especificacao. Assim, conclui-se que o Kjeldahl é um método absoluto enquanto que o
Biureto € um método relativo, sendo o primeiro considerado melhor para quantificar
proteinas. No entanto, devido aos diversos fatores negativos mencionados anteriormente, a

sua utilizacao em rotina torna-se pouco pratica.

Na Tabela 10 apresenta-se a comparacao das vantagens e limitacdes, apresentadas
anteriormente em Contexto e Estado da Arte, sendo que se realizou um balanco da

veracidade destes aspetos sentidos no decorrer do trabalho.
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Tabela 10 - Comparacao das vantagens e limitacoes da literatura e praticas.

Vantagens Limitacées
Método
Literatura Pratico Literatura Pratico
, ~ o - Nao fornece uma medicao da
- Método padrao de determinacao - Nao é um método padrao nem . , v
) B verdadeira proteina tendo azoto como
do conteudo de azoto numa solucao | universal por ndo se poder quantificar .
excipiente
solucoes que contenham excipientes
g com azoto - -
) - Universal - 0 uso de acido sulfurico concentrado
Kjeldahl v
) a altas temperaturas pode provocar
- Tem alta precisao e é v . .
] algum tipo de perigo
reprodutivel
- Método relativamente simples e v ) v
o - Método demorado
nao é caro
. . v - . 4
- Utiliza reagente de baixo custo - Nao e muito sensivel
s . /
- Rapido
Biureto ) o, i ] o )
B o - Tem vindo a ser substituido por - E 0 método utilizado em ensaios de
- Nao apresenta grande variacao de i . L .
. . v outros métodos mais sensiveis rotina pelo Infarmed
absortividade para diferentes
proteinas
’ . . /
- Suscetivel a muitos interferentes
v
Lowry - Simples, sensivel e preciso

- Longo tempo de analise

- Método pouco demorado comparado

com outros
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- Melhor exatidao e menor consumo . o - Grande variabilidade de absorvancia | - Para diferentes proteinas os valores
- Método com pouca exatidao ) , o
de amostra para diferentes proteinas de absorvancia sao semelhantes
I . ~ 7. ’ r . . . . J
- Rapido e nao destrdi a amostra - Método um pouco demorado - Esta sujeito a muitos interferentes

Absortividade . . . -
- Utilizado para identificar fracoes

Molar , ) - Nao é um método muito utilizado, - Vérias substancias absorvem no UV,
contendo proteina, ou para estimar

v
B uma vez que os resultados nao fazendo com que os resultados sejam
a concentracao de uma amostra ) L
representam a realidade pouco viaveis
pura
Répid vel - Método um pouco demorado na
- Rapido e sensive preparacio - Impossibilidade de detetar atomos e 4
v ides monoatomicos
- Mecanica simples
FT-IR
. . /
- Calibrado internamente - Ndo pode ser utilizada para elucidar
v
- Ferramenta ideal para detetar v a estrutura completa de uma molécula
grupos funcionais el e
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5 Conclusodes

O principal objetivo do trabalho era a avaliacao das condicdes de utilizacao de um
método padrao para doseamento de proteinas, em condicdes de utilizacao num laboratoério
de controlo de qualidade, para doseamento de proteina em medicamentos constituidos por
solucdes concentradas de Albumina e Imunoglobulinas Humanas injetaveis. Para isso,
procedeu-se a comparacao de alguns desses métodos e analisou-se os resultados obtidos para

cada uma dessas metodologias.

Pelos resultados obtidos pelo método de Kjeldahl, conclui-se que este método é o
que melhor quantifica as proteinas em analise, uma vez que os valores determinados sao
bastante semelhantes aos especificados pelo produtor. No entanto, nao foram estudadas
solucdes de Albumina, Gammanorm e Rhesonativ, devido a existéncia de excipientes com

azoto, o que provocaria resultados finais superiores aos esperados.

Através dos resultados obtidos nos ensaios realizados pelo método do biureto, é
possivel concluir que o padrao de BSA NIST pode ser uma boa alternativa a solucao de MRI-d
(Octagam 5 %) utilizada em rotina em ensaios deste tipo, uma vez que as retas de calibracao
obtidas apresentam paralelismo, embora a primeira apresente valores de absorvancia
ligeiramente inferiores relativamente aos obtidos em rotina, para os mesmos valores de
concentracao, sendo que para isso sera necessario proceder a uma analise estatistica mais

aprofundada.

Quanto aos ensaios realizados para cada amostra, para o método do Biureto,
observou-se que os resultados obtidos para solucoes de Albumina nao cumpriam os critérios
de especificacado, ao contrario do que foi obtido para Imunoglobulinas. Isto permite concluir
que as Albuminas ndo sao adequadas para realizacao de doseamento de proteinas totais, ou
que os critérios de especificacao terdo de ser adaptados para esta nova reta de calibracao,
uma vez que para as Imunoglobulinas se obtiveram resultados finais ligeiramente mais

elevados do que os teoricos e do que os obtidos em ensaios de rotina.

Para o método de Lowry estudou-se solucdes de Albumina e Imunoglobulinas, sendo
que apenas para as primeiras amostras se obteve um resultado final dentro do intervalo de
especificacao do produtor, enquanto que para as Imunoglobulinas se obtiveram valores
bastantes superiores ao esperado. Isto indica que para o método de Lowry, as
Imunoglobulinas podem conter algum tipo de excipiente que faz com que este valor

ultrapasse o limite especificado, nomeadamente tirosina e triptofano.

Para a Absortividade Molar, os resultados obtidos foram nao realistas, o que indica a

partida que este método nao pode ser utilizado como ensaio de rotina para quantificacao de
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proteinas. Este método torna-se pouco fiavel visto que muitas substancia absorvem no
ultravioleta, num comprimento de onda de 280 nm, o que pode mascarar os resultados, nao

se obtendo uma quantificacao da verdadeira proteina.

Relativamente a espetroscopia FT-IR, o espetro obtido indica que este método nao
pode ser utilizado para quantificacdo de proteinas porque, apesar de as solucdes
apresentarem absorvancia num nimero de onda correspondente as bandas Amido | e Amido
Il, ndo é possivel distinguir os diferentes grupos funcionais. O espetro IV obtido apresenta
muito ruido, nao sendo uma resposta linear, concluindo que este método nao se adequa ao

proposito nem pode ser utilizado para solucdes de Albumina e Imunoglobulinas.

Face ao exposto, nao se identificou um método padrao universal para doseamento de
proteinas, nao se realizando o objetivo inicial do trabalho. Contudo, apds um balanco final
dos resultados, considerou-se que o método do Biureto € a melhor metodologia para
quantificar proteinas. Embora o método de Kjeldahl tivesse apresentado os resultados mais
proximos da realidade, € um método bastante demorado e com libertacdo de vapores acidos
que se tornam prejudiciais a saide humana. Para os restantes métodos, os resultados obtidos
nao foram satisfatorios. Por esse motivo, ndo representam uma boa opcao para quantificacao

de proteinas em rotina.

Deste modo, o Infarmed conseguiu concluir que os ensaios realizados em rotina, pelo
método do Biureto, representam uma boa caracterizacao de proteinas e que é a melhor

metodologia para o efeito.

Conclusées 42



Estudo Comparativo de Métodos de Doseamento de Proteina em Preparacdes de Imunoglobulina Humana Intravenosa

6 Avaliacao do trabalho realizado

6.1 Objetivos Realizados

0 trabalho realizado teve como objetivo a descoberta de um método padrao universal
para doseamento de proteinas, fazendo-se um estudo comparativo de alguns desses
métodos, no sentido de avaliar qual seria mais adequado para ser utilizado como padrao, em

ambiente de Controlo de Qualidade e de Libertacao Oficial de Lote.

O objetivo principal do trabalho nao foi realizado pois, para cada uma das
metodologia estudadas, existem vantagens e limitacdes que fazem com que nenhum dos
métodos seja perfeito e infalivel. Deste modo, nao foi possivel concluir o padrao universal
para doseamento de proteinas, tendo-se optado pelo método do Biureto para ensaios de

rotina.

6.2 Outros Trabalhos Realizados

Para o método de Kjeldahl realizaram-se ensaios de recuperacao, de modo a avaliar
se o antigo MRI-d (Octagam 5 %) utilizado em ensaios de rotina no método do Biureto,
apresentando expiracao do prazo de validade, mantinha o mesmo titulo e apresentava
estabilidade. Esses ensaios nao foram utilizados no processo de validacao, provando que essa

solucao se manteve estavel ao longo do tempo.

6.3 Limitacdes e Trabalho Futuro

A maior limitacao deste trabalho foi o tempo de estudo, tendo sido inferior ao
necessario para a realizacao de um estudo desta dimensao, devido, principalmente, a avaria

de um equipamento fulcral que obrigou a uma paragem significativa do projeto.

Num trabalho futuro, com um tempo de analise alargado, deve ser efetuado um
estudo aprofundado de todas as técnicas realizadas, analisando todas as amostras de
Albuminas e Imunoglobulinas em cada método, bem como uma analise de um maior niUmero

de lotes de amostra, para comprovar a veracidade dos resultados.

Para a espetroscopia FT-IR, torna-se necessario otimizar o processo de modo a obter

uma resposta no espetro linear, com auséncia de ruido no mesmo.

Outra hipotese passa por analisar outras técnicas de modo a avaliar se as mesmas

podem ser utilizadas para doseamento de proteinas. Deste modo, a realizacao da técnica de
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Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (HPLC) podera ser uma boa opcao, uma vez que se
baseia na separacao de misturas, tendo vindo a ser bastante utilizada na identificacao e
quantificacao de compostos ativos, além de ser uma metodologia que apresenta baixo custo,

alta pureza, seletividade e linearidade.

6.4 Apreciacao Final

O trabalho desenvolvido permitiu ao Infarmed concluir se os ensaios realizados em
rotina obedeciam os critérios estabelecidos e se a escolha destes métodos é a mais acertada,
visto que o ensaio realizado em rotina € o método do Biureto, para Imunoglobulinas,

realizando-se também o método de Kjeldahl.
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8 Anexo 1 - Materiais e Métodos

8.1 Preparacao de Solucdes

Na Tabela 11 apresenta-se as diferentes diluicoes utilizadas na preparacao das

solucdes de BSA NIST para o método do Biureto, sendo que se realizou uma diluicao prévia

da solucao inicial de BSA NIST, com uma concentracao de 70 mg/mL, com 353 pL dessa

solucao e 647 pL de solvente, de modo a perfazer um total de 1 mL.

Tabela 11 - Diluicdes realizadas para as solucdes de BSA NIST, para o método o Biureto.

Preparacao das Solucdes de BSA NIST

Solucéo de
BSA NIST

BSA 1
BSA 2
BSA 3
BSA 4

BSA 5

Concentracéao
Volume de Volume de
Final de BSA NIST/
BSA NIST/ pL  Solvente/ pyL

mg/mL

1,979 80 920
1,484 60 940
1,237 50 950
0,989 40 960
0,742 30 970

Na Tabela 12 apresenta-se as diluicoes prévias realizadas para cada uma das

amostras de imunoglobulina, para o método do Biureto, sendo que de seguida se realizou

uma diluicao 1/20 com 50 pL da diluicao prévia de 950 pL de solvente.
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Tabela 12 - Diluicbes prévias realizadas para cada amostra, para o método do Biureto.

Nome Comercial Diluicao Volume de Volume de
Prévia Amostra/ pL Solvente/ pL

Albumina Humana 20 % 1/8 100 700
Albunorm 4 % 1/1,5 400 200
Albunorm 5 % 1/2 500 500
Albunorm 20 % 1/8 100 700
Albunorm 25 % 1/10 100 900
Flebogamma DIF 5 % 1/2 500 500
Flebogamma DIF 10 % 1/4 100 300
Gammanorm 1/6 100 500
Octagam 5 % 1/2 500 500
Octagam 10 % 1/4 100 300
Rhesonativ 1/6 100 500

Na Tabela 13 apresenta-se as diferentes diluicoes utilizadas na preparacao das
solucoes de BSA para o método de Lowry, sendo que se realizou uma diluicdo prévia da
solucao inicial de BSA, com uma concentracao de 2 mg/mL, com 200 pL dessa solucao e 1800

HL de solvente, de modo a perfazer um total de 2 mL.
Tabela 13 - Diluicbes realizadas para as solucdes de BSA, para o método de Lowry.

Preparacao das Solucdes de BSA

Concentracao
Solucdo de Volume de Volume de
Final de BSA/
BSA BSA/ pL Solvente/ pL
pg/mL

BSA 1 150 150 50

BSA 2 125 125 75

BSA 3 100 100 100

BSA 4 75 75 125

BSA 5 50 50 175
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Na Tabela 14 apresenta-se as diluicbes prévias realizadas para cada uma das

amostras, para o método de Lowry.

Tabela 14 - Diluigbes prévias realizadas para cada amostra, para o método de Lowry.

Diluicao Volume de Volume de
Nome Comercial
Prévia Amostra/ pL Solvente/ pL
Albumina Humana 20 % 1/1000 10 9990
Gammanorm 1/1000 10 9990
Octagam 5 % 1/100 50 4950
Octagam 10 % 1/1000 10 9990

Na Tabela 15 apresenta-se as diluicoes realizadas para cada uma das amostras de

imunoglobulina, para o método de Lowry, sendo que de seguida se pipetou 200 pL dessas

amostras.
Tabela 15 - Diluicdes realizadas para cada amostra, para o método de Lowry.
Volume de Volume de
Nome Comercial Diluicao
Amostra/ pL Solvente/ pL
Albumina Humana 20 % 1/2 400 400
Gammanorm 1/1,65 400 330
Octagam 5 % 1/5 200 800

Na Tabela 16 apresenta-se as diluicdes realizadas para o padrao e para cada amostra

em analise, para a Absortividade Molar, de modo a obter um volume final de 2 mL.

Tabela 16 - Diluicoes realizadas para o padrao e para cada amostra, para a Absortividade Molar.

Volume de Volume de
Nome Comercial Diluicao

Amostra/ pL Solvente/ pL
BSA NIST 1/67 30 1970
Flebogamma DIF 5 % 1/50 40 1960
Flebogamma DIF 10 % 1/100 20 1980
Octagam 5 % 1/50 40 1960
Octagam 10 % 1/100 20 1980
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9 Anexo 2 - Resultados e Discussao

O desvio padrao (s) para cada solucao foi calculado através da Equagao (9.1), onde

x; corresponde ao valor do ensaio, x corresponde ao valor médio dos ensaios e n corresponde

s = /M (9.1)
n—1

O coeficiente de variacao (CV) para cada solucao foi calculado através da Equacao

ao numero de ensaios.

(9.2), sendo que este valor deveria ser igual ou inferior a 10%.

CV == x 100 9.2)

Ri| v

9.1 Método de Kjeldahl

Na Tabela 17 apresenta-se os valores médios dos duplicados, em cada ensaio, para

os ensaios de validacao, para o método de Kjeldahl.

Tabela 17 - Resultados obtidos para os ensaios de validacao, para o método de Kjeldahl.

Amostra Ensaio Resultado Final
1 8,391 %
2 8,502 %
3 8,147 %
L-Fenilalanina 4 8,538 %
Média (x) 8,394 %
S 0,176
CvV/ % 2,101
1 71,743 g/L
2 71,166 g/L
BSA NIST
3 68,105 g/L
4 70,280 g/L
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Média (x) 70,323 g/L

s 1,597

CV/ % 2,271
1 51,506 g/L
2 51,430 g/L
3 49,723 g/L

Octagam 5 %

Média (x) 50,886 g/L

s 1,008

CV/ % 1,981

Na Tabela 18 apresenta-se os valores médios dos duplicados, em cada ensaio, para

as amostras analisadas para o método de Kjeldahl.

Tabela 18 - Resultados obtidos para as amostras analisadas, para o método de Kjeldahl.

Amostra Ensaio Resultado Final
1 8,547 %
2 8,445 %
3 8,453 %
L-Fenilalanina
Média (x) 8,482 %
s 0,057
CV/ % 0,669
1 50,245 g/L
2 49,859 g/L
3 49,172 g/L
Flebogamma DIF 5 %
Média (x) 49,759 g/L
s 0,543
CV/ % 1,092
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1 100,684 g/L
2 100,561 g/L
3 99,347 g/L
Flebogamma DIF 10 %
Média (x) 100,197 g/L
s 0,739
CV/ % 0,738
1 52,401 g/L
2 51,451 g/L
3 50,844 g/L
Octagam 5 %
Média (x) 51,565 g/L
s 0,785
CV/ % 1,522
1 100,455 g/L
2 98,591 g/L
3 98,256 g/L
Octagam 10 %
Média (x) 99,101 g/L
s 1,185
CV/ % 1,196

9.2 Método do Biureto

Na Tabela 19 apresenta-se os valores médios de absorvancia obtidos para cada um
dos 3 ensaios da reta de calibracao de MRI-d, tendo como amostra a BSA NIST, bem como o
respetivo desvio padrao (s) e coeficiente de variacdao (CV). De notar que os valores de
especificacao fornecidos pelo produtor para a BSA NIST variam entre 69,58 mg/mL + 1,30
mg/mL (68,28 - 70,88 mg/mL).
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Tabela 19 - Valores obtidos para a reta de calibracdo de MRI-d e para a amostra de BSA NIST, para o método do

Biureto.
Solucdo Concentragao/ Absorvancia
mg/mL Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média (%) s CV/ %
MRI-d1 1,979 0,279 0,273 0,272 0,275 0,004 1,4
MRI-d2 1,484 0,209 0,207 0,205 0,207 0,002 1,0
MRI-d3 1,237 0,176 0,171 0,172 0,173 0,003 1,5
MRI-d4 0,989 0,141 0,136 0,139 0,139 0,003 1,8
MRI-d5 0,742 0,105 0,101 0,103 0,103 0,002 1,9
P i Concentracao/ . Resultado Final/
mg/mL mg/mL
1 1,154 0,164 69,24
2 1,143 0,158 68,58
BSA 3 1,166 0,162 69,96
NIST Média (%) 1,154 0,161 69,26
s 0,012 0,003 0,690
CV/ % 1,0 1,9 1,0

Na Tabela 20 apresenta-se os valores médios de absorvancia obtidos para cada um

dos 3 ensaios da reta de calibracao de BSA NIST, tendo como amostra o MRI-d, bem como o

respetivo desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de

especificacao fornecidos pelo produtor para o MRI-d variam entre 4,5 - 5,5 % (m/v).
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Tabela 20 - Valores obtidos para a reta de calibracao de BSA e para a amostra de MRI-d, para o método do

Biureto.
Concentracao/ Absorvancia
Solucao
mg/mL Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3 Média (k) s cvV/ %
BSA 1 1,979 0,258 0,255 0,254 0,256 0,002 0,8
BSA 2 1,484 0,192 0,190 0,190 0,191 0,001 0,6
BSA 3 1,237 0,157 0,156 0,158 0,157 0,001 0,6
BSA 4 0,989 0,123 0,124 0,124 0,124 0,001 0,5
BSA 5 0,742 0,090 0,094 0,090 0,091 0,002 2,5
Concentragao/ . Resultado Final/
Amostra Ensaio Absorvancia
mg/mL % (m/v)
1 1,356 0,173 5,4
2 1,366 0,174 5,5
3 1,349 0,172 5,4
MRI-d
Média (x) 1,357 0,173 5,4
s 0,009 0,001 0,058
CV/ % 0,6 0,6 1,1

Na Tabela 21 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e

resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Albumina Humana 20 %, bem como o

respetivo desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de

especificacao fornecidos pelo produtor variam entre 19,0 - 21,0 % (m/v).
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Tabela 21 - Resultados obtidos para Albumina Humana 20 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)
1 1,370 0,174 21,9
2 1,349 0,170 21,6
3 1,370 0,173 21,9
1 Média (x) 1,363 0,172 21,8
s 0,012 0,002 0,173
CV/ % 0,9 1,2 0,8
1 1,369 0,174 21,9
2 1,356 0,171 21,7
3 1,376 0,174 22,0
: Média (x) 1,367 0,173 21,9
s 0,010 0,002 0,153
CV/ % 0,7 1,0 0,7
1 1,365 0,174 21,8
2 1,339 0,169 21,4
3 1,362 0,172 21,8
’ Média (x) 1,355 0,172 21,7
s 0,014 0,003 0,231
CV/ % 1,0 1,5 1,1

Na Tabela 22 apresenta-se os valores médios de concentracao, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Albunorm 4 %, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 3,8 - 4,2 % (m/v).
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Tabela 22 - Resultados obtidos para Albunorm 4 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)

1 1,415 0,181 4,2

2 1,418 0,181 4,3

3 1,418 0,181 4,3

1 Média (x) 1,417 0,181 4,3
s 0,002 0,000 0,058

CV/ % 0,1 0,0 1,4

1 1,433 0,183 4,3

2 1,415 0,181 4,2

3 1,431 0,183 4,3

: Média (x) 1,426 0,182 4,3
s 0,010 0,001 0,058

CV/ % 0,7 0,6 1,4

1 1,422 0,182 4,3

2 1,425 0,182 4,3

3 1,430 0,183 4,3

’ Média (x) 1,426 0,182 4,3
s 0,004 0,001 0,000

CV/ % 0,3 0,3 0,0

Na Tabela 23 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Albunorm 5 %, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 4,75 - 5,25 % (m/v).
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Tabela 23 - Resultados obtidos para Albunorm 5 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)
1 1,318 0,168 5,27
2 1,354 0,172 5,42
3 1,299 0,168 5,20
1 Média (x) 1,324 0,169 5,30
s 0,028 0,002 0,112
CV/ % 2,1 1,4 2,1
1 1,309 0,167 5,24
2 1,347 0,172 5,39
3 1,311 0,170 5,24
: Média (x) 1,322 0,170 5,29
s 0,021 0,003 0,087
CV/ % 1,6 1,5 1,6
1 1,336 0,171 5,34
2 1,325 0,169 5,30
3 1,329 0,172 5,32
’ Média (x) 1,330 0,171 5,32
s 0,006 0,002 0,020
CV/ % 0,4 0,9 0,4

Na Tabela 24 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Albunorm 20 %, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 19,0 - 21,0 % (m/v).
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Tabela 24 - Resultados obtidos para Albunorm 20 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)
1 1,301 0,167 20,8
2 1,280 0,164 20,5
3 1,312 0,166 21,0
1 Média (x) 1,298 0,166 20,8
s 0,016 0,002 0,252
CV/ % 1,3 0,9 1,2
1 1,314 0,169 21,0
2 1,301 0,166 20,8
3 1,333 0,168 21,3
: Média (x) 1,316 0,168 21,0
s 0,016 0,002 0,252
CV/ % 1,2 0,9 1,2
1 1,294 0,166 20,7
2 1,330 0,170 21,3
3 1,335 0,169 21,4
’ Média (x) 1,320 0,168 21,1
s 0,022 0,002 0,379
CV/ % 1,7 1,2 1,8

Na Tabela 25 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Albunorm 25 %, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 23,8 - 26,2 % (m/v).
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Tabela 25 - Resultados obtidos para Albunorm 25 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)
1 1,347 0,170 26,9
2 1,357 0,172 27,1
3 1,323 0,170 26,5
1 Média (x) 1,342 0,171 26,8
s 0,017 0,001 0,306
CV/ % 1,3 0,7 1,1
1 1,353 0,171 27,1
2 1,333 0,169 26,7
3 1,334 0,171 26,7
: Média (x) 1,340 0,170 26,8
s 0,011 0,001 0,231
CV/ % 0,8 0,7 0,9
1 1,371 0,173 27,4
2 1,396 0,177 27,9
3 1,330 0,171 26,6
’ Média (x) 1,366 0,174 27,3
s 0,033 0,003 0,656
CV/ % 2,4 1,8 2,4

Na Tabela 26 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Flebogamma DIF 5 %, bem como o
respetivo desvio padrao (s) e coeficiente de variacdo (CV). De notar que os valores de

especificacao fornecidos pelo produtor variam entre 45 - 55 mg/mL.
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Tabela 26 - Resultados obtidos para Flebogamma DIF 5 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ mg/mL

1 1,354 0,173 54

2 1,353 0,174 54

3 1,356 0,172 54

1 Média (x) 1,354 0,173 54
s 0,002 0,001 0,000

CV/ % 0,1 0,6 0,0

1 1,381 0,176 55

2 1,370 0,176 55

3 1,394 0,177 56

: Média (x) 1,382 0,176 55
s 0,012 0,001 0,577

CV/ % 0,9 0,3 1,0

Na Tabela 27 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e

resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Flebogamma DIF 10 %, bem como o

respetivo desvio padrao (s) e coeficiente de variacdo (CV). De notar que os valores de

especificacao fornecidos pelo produtor variam entre 90 - 110 mg/mL.
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Tabela 27 - Resultados obtidos para Flebogamma DIF 10 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ mg/mL

1 1,318 0,169 105

2 1,340 0,172 107

3 1,354 0,172 108

1 Média (x) 1,337 0,171 107
s 0,018 0,002 1,528

CV/ % 1,4 1,0 1,4

1 1,331 0,171 106

2 1,358 0,175 109

3 1,371 0,174 110

: Média (x) 1,353 0,173 108
s 0,020 0,002 2,082

CV/ % 1,5 1,2 1,9

Na Tabela 28 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Gammanorm, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 149 - 182 mg/mL.
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Tabela 28 - Resultados obtidos para Gammanorm, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ mg/mL

1 1,438 0,184 173

2 1,451 0,192 174

3 1,484 0,188 178

1 Média (x) 1,458 0,188 175
s 0,024 0,004 2,646

CV/ % 1,6 2,1 1,5

1 1,449 0,185 174

2 1,418 0,188 170

3 1,464 0,186 178

: Média (x) 1,444 0,186 174
s 0,023 0,002 4,000

CV/ % 1,6 0,8 2,3

1 1,424 0,182 171

2 1,386 0,183 166

3 1,444 0,183 173

’ Média (x) 1,418 0,183 170
s 0,029 0,001 3,606

CV/ % 2,1 0,3 2,1

Na Tabela 29 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Octagam 5 %, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 4,5 - 5,5 % (m/v).
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Tabela 29 - Resultados obtidos para Octagam 5 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)

1 1,365 0,173 5,5

2 1,365 0,175 5,4

3 1,380 0,173 5,5

1 Média (x) 1,370 0,174 5,5
s 0,009 0,001 0,058

CV/ % 0,6 0,7 1,1

1 1,389 0,176 5,5

2 1,383 0,177 5,5

3 1,395 0,175 5,6

: Média (x) 1,389 0,176 5,5
s 0,006 0,001 0,058

CV/ % 0,4 0,6 1,0

1 1,387 0,176 5,5

2 1,377 0,176 5,5

3 1,381 0,174 5,5

’ Média (x) 1,382 0,175 5,5
s 0,005 0,001 0,000

cvl % 0,4 0,7 0,0

Na Tabela 30 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Octagam 10 %, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 9,0 - 11,0 % (m/v).
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Tabela 30 - Resultados obtidos para Octagam 10 %, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)
1 1,329 0,169 10,6
2 1,309 0,169 10,5
3 1,348 0,171 10,8
1 Média (x) 1,329 0,170 10,6
s 0,020 0,001 0,153
CV/ % 1,5 0,7 1,4
1 1,360 0,173 10,9
2 1,350 0,174 10,8
3 1,366 0,173 10,9
: Média (x) 1,359 0,173 10,9
s 0,008 0,001 0,058
CV/ % 0,6 0,3 0,5
1 1,339 0,171 10,7
2 1,324 0,171 10,6
3 1,363 0,173 10,9
’ Média (x) 1,342 0,172 10,7
s 0,020 0,001 0,153
CV/ % 1,5 0,7 1,4

Na Tabela 31 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Rhesonativ, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 149 - 182 mg/mL.
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Tabela 31 - Resultados obtidos para Rhesonativ, para o método do Biureto.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ mg/mL

1 1,380 0,169 166

2 1,463 0,188 176

3 1,498 0,191 180

1 Média (x) 1,447 0,183 174
s 0,061 0,012 7,211

CV/ % 4,2 6,5 4,1

1 1,466 0,180 176

2 1,458 0,188 175

3 1,470 0,187 176

: Média (x) 1,465 0,185 176
s 0,006 0,004 0,577

CV/ % 0,4 2,4 0,3

1 1,427 0,176 171

2 1,438 0,185 173

3 1,474 0,188 177

’ Média (x) 1,446 0,183 174
s 0,025 0,006 3,055

CV/ % 1,7 3,4 1,8

9.3 Método de Lowry

Na Tabela 32 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Albumina Humana 20 %, bem como o
respetivo desvio padrao (s) e coeficiente de variacdao (CV). De notar que os valores de

especificacao fornecidos pelo produtor variam entre 19,0 - 21,0 % (m/v).
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Tabela 32 - Resultados obtidos para Albumina Humana 20 %, para o método de Lowry.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvéncia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)
1 0,094 0,240 18,8
2 0,094 0,224 18,8
Albumina 3 0,103 0,236 20,6
Humana 20% | média (x) 0,097 0,233 19,4
s 0,005 0,008 1,039
CV/ % 5,4 3,6 5,4

Na Tabela 33 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Gammanorm, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 149 - 182 mg/mL.

Tabela 33 - Resultados obtidos para Gammanorm, para o método de Lowry.

Concentracao/ Resultado
Amostra Ensaio Absorvancia
mg/mL Final/ mg/mL

1 0,132 0,307 218

2 0,130 0,316 215

3 0,132 0,299 218

Gammanorm

Média (x) 0,131 0,307 217
s 0,001 0,009 1,732

CV/ % 0,9 2,8 0,8

Na Tabela 34 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e
resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Octagam 5 %, bem como o respetivo
desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 4,5 - 5,5 % (m/v).
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Tabela 34 - Resultados obtidos para Octagam 5 %, para o método de Lowry.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)
1 0,132 0,309 6,6
2 0,138 0,322 6,9
3 0,129 0,294 6,5
1 Média (x) 0,133 0,308 6,7
s 0,005 0,014 0,208
CV/ % 3,4 4,5 3,1
1 0,135 0,314 6,8
2 0,135 0,314 6,8
3 0,143 0,321 7,2
: Média (x) 0,138 0,316 6,9
s 0,005 0,004 0,231
CV/ % 3,4 1,3 3,3
1 0,136 0,321 6,8
2 0,138 0,320 6,9
3 0,136 0,315 6,8
4 0,132 0,308 6,6
3 5 0,135 0,315 6,8
6 0,138 0,311 6,9
Média (x) 0,136 0,315 6,8
s 0,002 0,005 0,110
CV/ % 1,6 1,6 1,6

Na Tabela 35 apresenta-se os valores médios de concentracdo, absorvancia e

resultado final obtidos para cada um dos 3 ensaios de Octagam 10 %, bem como o respetivo

desvio padrao (s) e coeficiente de variacao (CV). De notar que os valores de especificacao

fornecidos pelo produtor variam entre 9,0 - 11,0 % (m/v).
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Tabela 35 - Resultados obtidos para Octagam 10 %, para o método de Lowry.

Amostra Ensaio Concentragao/ Absorvancia Resultado
mg/mL Final/ % (m/v)

1 0,131 0,307 13,1

2 0,138 0,322 13,8

3 0,137 0,311 13,7

1 Média (x) 0,135 0,313 13,5
s 0,004 0,008 0,379

CV/ % 2,8 2,5 2,8

1 0,138 0,322 13,8

2 0,136 0,317 13,6

3 0,146 0,327 14,6

: Média (x) 0,140 0,322 14,0
s 0,005 0,005 0,529

CV/ % 3,8 1,6 3,8

1 0,126 0,296 12,6

2 0,133 0,311 13,3

3 0,142 0,320 14,2

’ Média (x) 0,134 0,309 13,4
s 0,008 0,012 0,802

CV/ % 6,0 3,9 6,0
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