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Objetivo

Beneficiar-se da deteccao UV na
determinacao dos niveis de impureza
e da deteccao de massa na
identificacao do ingrediente
farmacéutico ativo (IFA) e outras
impurezas relacionadas ao produto
usando um método rapido para obter
o perfil de impureza do peptideo.

Vantagens da aplicacao

e Para obter um perfil de impureza do peptideo sintético, foi utilizado um metodo
rapido com UV combinado e deteccéo de espectrometros de massa de
guadrupolo Unico.

¢ Afaixa de massa ampliada do espectrémetro da massa de quadrupolo Unico
Thermo Scientific™ ISQ™ EM com m/z de até 2000 permite a detecgéo de
espécies de peptideo de baixa carga e aumenta a confianca da identificacéo.

Introducéao

Para garantir a alta qualidade na producéao de peptideos sintéticos, séo
necessarios métodos simples, rapidos e confiaveis para determinar a pureza do
peptideo produzido. A analise muitas vezes € realizada com cromatografia liquida
de alta eficiéncia (HPLC) com deteccao ultravioleta (UV). Entretanto, as vezes pode
ser dificil separar e detectar impurezas relacionadas ao processo e ao produto que
foram formadas juntamente com o componente principal durante a producao ja
que podem estar presentes em concentracdes bem menores e podem ser
estruturalmente bastante semelhantes. Além disso, as impurezas relacionadas ao
produto muitas vezes sao desconhecidas e devem ser identificadas, o que leva a
necessidade de técnicas analiticas avancadas adicionais, como a espectrometria
de massas (MS). Os peptideos sintéticos sao na maior parte produzidos por uma
das duas abordagens técnicas diferentes, a sintese de peptideo em fase sdlida
(SPPS) ou a sintese de peptideo em fase de solucao (SPS). O método preferido
atualmente € a SPPS ja que esse processo pode ser completamente
automatizado. De forma simplificada, na SPPS, um aminoacido é acoplado ao
proximo, lavado e o processo se repete até obter o peptideo desejado’.
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Conhecer os produtos quimicos envolvidos, inclusive as
resinas, aminoacidos e reagentes usados no acoplamento e
desprotecao € algo que ajuda bastante na avaliacao das
impurezas resultantes durante a producao.

Além disso, o éxito do processo de fabricacao deve ser
controlado.

No presente trabalho, foram demonstrados o perfil de
impureza do peptideo e a confrmacéao do composto
derivado de massa para o peptideo LL-37 humano
antimicrobiano, um composto de extrema importancia
meédica devido a sua atividade antibacteriana,
antimicdtica, antiviral, cicatrizante, anticancerigena e
imunomoduladora.2 A sequéncia € composta por 37
aminodacidos com massa de peptideo de
aproximadamente 4500 Da. O nivel das impurezas foi
determinado com a deteccao UV e a identidade foi
verificada simultaneamente por espectrometria de
massas. A faixa de massa ampliada do novo
espectrdmetro de massa de quadrupolo Unico ISQ EM
permitiu a deteccéo de estados de carga mais baixa dos
peptideos selecionados e aumentou a confianca de
identificacao.

Experimental

Consumiveis

. Agua deionizada, resistividade de 18,2 MQecm ou
superior (N° de peca N/A)

e Acetonitrila Fisher Scientific™ grau LC/MS (n° de peca
10001334)

e Acido férmico Fisher Scientific™ grau LC/MS (n° de
peca 10596814)

e Coluna C18 Thermo Scientific™ Acclaim™ RSLC 120,
50x 2,1 mm 2,2 um (n° de peca 068981)

Os peptideos LL-37 (ingrediente farmacéutico ativo; IFA) e
os dois fragmentos relacionados LL-37 RKS e LL-37 SKE
foram obtidos de um fornecedor idéneo.

Preparo dos padroes

Uma visao geral das sequéncias de aminoacidos do
peptideo utilizadas no estudo € mostrado na tabela 1. Foi
preparada uma solucéao de 1 mg/mL de cada peptideo na
fase movel A (agua + 0,1% de acido férmico). Os peptideos
do fragmento LL-37 RKS (fragmento 1) e LL-37 SKE
(fragmento 2) foram enriquecidos com uma concentracao de
150 pg/mL e 50 pug/mL, respectivamente, na solugao de
peptideo LL-37 de 500 pg/mL (IFA) para simular uma
amostra contendo impurezas relacionadas ao produto.

Instrumentacgao

Foi utilizado para a andlise um sistema de UHPLC binério
Thermo Scientific™ Vanquish™ Flex equipado com um
espectrdmetro de massa de quadrupolo Unico ISQ EM.

e Base do Sistema Thermo Scientific™ Vanquish™
Vanquish Horizon/Flex (n° de peca VH-S01-A-02)

e Bomba Binaria Thermo Scientific™ Vanquish™ F (n° de
peca VF-P10-A-01)

e Amostrador de Divisao Thermo Scientific™ Vanquish™
(n°de peca VF-A10-A-02)

e Compartimento de Coluna Thermo Scientific ™
Vanquish™ H (n° de peca VH-C10-A-02)

e Detector de Comprimento de Onda Variavel Thermo
Scientific™ Vanquish™ (n° de peca VF-D40-A)

e Semi-Micro Célula de Fluxo de 2,5 pL, caminho éptico 7
mm (SST) (n° de peca 6077.0360)

e Espectrdmetro de massa ISQ EM (n° de peca SQEM-
ESI)

Tabela 1. Sequéncias de aminoacidos do peptideo e a massa molecular teérica

Massa Massa Massa
média monoisotopic isotopica
Composto Sequéncia de aminoacidos tedrica a tedrica mais
[Da] [E: abundante
tedrica [Da]
LL-37 (IFA) LLGDFFRKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 4493,299 4490,565 4492,582
LL-37 RKS RKSKEKIGKEFKRIVQRIKDFLRNLVPRTES 3800,488 3798,211 3799,225
(fragmento 1)
LL-37 SKE SKEKIGKEFKRIVQRIKDFLR 2619,130 2617,544 2618,558

(fragmento 2)



Condicodes da cromatografia liquida

Coluna Acclaim RSLC 120 C18,
50x 2,1 mm, 2,2 um
Fase movel A: Agua + 4cido férmico 0,1%

B: Acetonitrila + acido férmico 0,1%

Taxa de fluxo 0,5 mL/min

Gradiente Tempo (min) %B
0 20
2 50
2,1 20
55 20

Volume do misturador 10 + 25 pL

Temperatura 50°C (modo de ventilagao forgado,
da coluna velocidade da ventoinha 5)
Temperatura do 4°C

amostrador automatico

Comprimento de ondalV 214 nm

Taxa de coleta de
dados UV:

10Hz

Tempode respostaUV (0 55

Volume de inje¢éo 1L

Configuracoes da espectrometria de massas

Paréametros da fonte da MS

Pressao do gas de impulsao 49,9 psig
Pressao do gas auxiliar 5,7 psig
Pressao do gas de varredura 0,5 psig
Temperatura do vaporizador 282°C
Temperatura do tubo de transferéncia de ions 300°C
Tensao da fonte 3000V

Parametros do método de MS

Tipo de método

Verificagao completa

Polaridade dos ions Positiva
Faixa de massa m/z 500-2000
Tempo de residéncia 0,2s

Tensao da fonte CID 10V

Processamento de dados

O sistema de dados de cromatografia (CDS) Thermo
Scientific™ Chromeleon™ 7.2.9 foi utilizado para a
obtencéao e processamento de dados.

Resultados e discusséao

No presente estudo, os dados UV serviram para a
determinacao dos niveis de impureza e dos dados da
MS primeiramente para a identificacao das impurezas
relacionadas ao produto em uma amostra de peptideo
sintético. As areas relativas dos picos das impurezas
associadas foram calculadas e avaliadas com base nas
diretrizes publicadas pela Conferéncia Internacional de
Harmonizacao dos Requisitos Técnicos para o Registro
de Produtos Farmacéuticos para Uso Humano (ICH).3
Consequentemente, foram comparadas as areas
relativas obtidas com UV, a corrente total de ions (TIC) e
os cromatogramas de ions extraidos (XIC). O método
também permite a verificacéo das impurezas
desconhecidas e aumenta a confianca nos resultados.

Afigura 1 mostra o cromatograma de UV do peptideo
LL-37 e o cromatograma de TIC correspondente para a
faixa de verificacao de m/z500 a 2000. O peptideo LL-
37 pbdde ser detectado no tempo de retencao (TR) 1,7
min. Somente a partir do cromatograma de UV que néo
se observaram picos, indicando que nao ha grande
impurezas presentes na amostra. Contudo, as impurezas
de co-eluicao nao puderam ser excluidas somente com
base no traco UV. Uma grande vantagem em usar 0s
dados dos espectros da MS é que a pureza do pico
pode ser determinada ao fazer a corrida em modo de
verificacao completa. Entretanto, o espectro obtido
também nao exibiu picos de massa adicionais
significantes que indicassem co-eluicado do IFA com
outras impurezas (figura 4).

O Chromeleon CDS oferece um recurso que usa colunas
customizadas na lista da sequéncia para calculo da
massa tedrica dos peptideos e outros componentes
quimicos por meio de insercéo da sequéncia de
peptideos ou da férmula quimica. Ele também permite o
calculo de estados diferentes de carga e de varias
massas de aduto (figura 2). E uma ferramenta Gtil na
identificacao de varios estados de carga nos espectros
da massa de peptideos e outras biomoléculas.
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Figura 1. a) cromatograma UV a 214 nm e b) cromatograma TIC do peptideo LL-37 com a linha de base ampliada.
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Figura 2. Captura de tela da lista de insergcao do Chromeleon com a adicao das colunas customizadas para os calculos da massa
tedrica dos componentes alvos (azul claro: IFA, verde claro: fragmento 1; vermelho claro: fragmento 2)

Para simular o perfil de impureza do produto, dois
fragmentos do peptideo em separado foram
enriquecidos na solucao do peptideo LL-37 e medidos
sob a mesma condicéo.

A separacao na linha de base pdde ser obtida com um
meétodo de gradiente reduzido em 2 min, conforme
demonstrado na figura 3.
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Devido ao acoplamento ao espectrémetro de massa ISQ
EM, os picos podem ser atribuidos ao respectivo peptideo
por meio de comparacao entre a massas tedricae a
massa observada. A atribuicao dos picos nao seria
possivel com base somente no sinal UV e sem
experimentos adicionais.
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Figura 3. Cromatograma UV a 214 nm do perfil de impureza do peptideo simulado




A faixa de massa ampliada do espectrémetro de massa
ISQ EM permite a deteccao de varios estados de carga
entre 2 e 8 para os peptideos utiizados no estudo (figura
4). Os espectrémetros de massa de baixa resolucao
como os espectrbmetros de massa quadmpolo néo
solucionam satisfatoriamente as massas de isétopos em
estado ce alta carga. Portanto, usa-se a massa média ao
invés da massa monoisotdpica, j& que € comum em
espectros de massas de alta resolucao.

Atabela 2 resume os valores medidos e tedricos m/z
(média e isétopo mais abundante) de todos os estados de
carga obtidos para o peptideo LL-37 € os dois
fragmentos. O desvio de massa entre a massatedrica
média e a massa medida (Delta m/2) foi de < 0,4 para
todos os estados de carga. A massa média sem carga foi
calculada para cada estado de carga usando a equacao 1
e com o calculo da média, resultando na massa média
intacta na deconvolucao. O desvio de massa para a
molécula intacta foi de < 0,5 Da para todos os peptideos.

M =z(m/z- H+)

Equacao 1. Calculo da massa sem carga com o valor m/ze o
estado de carga correspondente
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Figura 4. Espectros de massas obtidos para o IFA e os dois fragmentos



Tabela 2. Comparagéao das massas tedrica e média com o desvio da massa absoluta correspondente de todos os estados de carga
atribuidos em cada espectro do peptideo para figura 4.

LL-37 (IFA)
Massa mais

abundante Massa média Massa média

Massa média

Estado de carga

medida [m/z]

medida [m/z]

calculada [Da]

[M]
M+1H]1+
[M+2H]2+
[M+3H]3+
[M+4H]4+
[M+5H]5+
[M+6H]e+
[M+7H]7+
[M+8H]8+

Massa média na deconvolugao (n=6) [Da]

1498,4
1124,2
899,56
750,0
643,0
562,8

1499,1
1124,9
900,0
750,0
643,0
562,8

Desvio de massa em relagdo a massa tedrica [Da]

LL-37 RKS (Fragmento 1)

[M]
M+1H]1+
[M+2H]2+
[M+3H]3+
[M+4H]4+
[M+5H]5+
[M+6H]e+
[M+7H]7+
[M+8H]8+

Massa média na deconvolugao (n=5) [Da]

1267,5
950,9
761,2
634,5
5441

1268,3
950,9
761,2
634,5
5441

Desvio de massa em relagdo @ massa tedrica [Da]

LL-37 SKE (Fragmento 2)

[M]
[M+1H]1+
[M+2H]2+
[M+3H]3+
[M+4H]4+
[M+5H]5+
[M+6H]e+
[M+7H]7+
[M+8H]8+

Massa média na deconvolugao (n=4) [Da]

1310,2
873,7
6565,5
525,0

1310,2
874,3
656,2
525,0

Desvio de massa em relagdo a massa tedrica [Da]

tedrica [m/z]

4493,3

4494.3 —

2247,7 —

1498,8 0,4

1124,3 0,1
899,7 0,2
749,9 -0,1
642,9 -0,1
562,7 -0,1

3800,5

3801,5 =

1901,3 =

1267,8 0,3
951,1 0,2
761,1 -0,1
634,4 -0,1
543,9 -0,2
476,1 —

2619,1

2620,1 =

1310,6 0,4
8741 0,4
655,8 0,3
524.,8 -0,2
437,5 =
375,2 =
328,4 —

-0,02

3799,5
3799,6
3801,0
3801,0
3801,6
3800,5

0,04

2618,4
2618,1

2618,0
2620,0

2618,6
-0,5
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Tipicamente, a resposta do sinal UV € usada para a
quantificacao relativa na andlise de impurezas uma vez
que o sinal da MS depende bastante da eficiéncia da
ionizacao para os analitos individuais e deve-se considerar
também a supressao de ions, o que pode levar a uma
estimativa inferior ou superior das concentragdes de
analitos. Entretanto, com base na sensibilidade mais alta,
os dados da MS sao muitas vezes usados para quantificar
0s niveis de concentracao mais baixos, em que a
deteccéao UV ja esté atingindo o seu limite. Na tabela 3, é
exibida uma comparacao das areas relativas dos picos
obtidas pelos tracos UV, TIC e XIC. A variacéo dos
resultados indica claramente como é dificil conseguir obter
a quantificacao das impurezas relacionadas ao produto. A
resposta do sinal UV tem como base a forte absorcao da
ligacao peptidica a 214 nm. No entanto, devido as
sequéncias bem diferentes, a resposta UV nao é uniforme
para os trés peptideos. Dessa forma, o resultado obtido a
partir das areas relativas dos picos € diferente dos valores
calculados de forma tedrica, que devem ser 30% para o
fragmento 1 e 10% para o fragmento 2 e servem apenas
para uma estimativa aproximada. Para obter uma
quantificacao precisa com UV, deve-serealizar a
calibracao externa de cada analito individual ou sera
preciso determinar os fatores de resposta. No caso de
quantificacao na MS, se faz necessario quantificar de
forma precisa os padroes de isétopo marcado, ja que as
respostas na MS também nao sao uniformes, podendo
ocorrer a supressao de ions.

Conclusoes

e A combinacéo da deteccéo UV e MS ¢é benéfica na
obtencéao do perfil de impurezas do peptideo gracas as
informagdes complementares obtidas sobre os analitos,
por exemplo, a pureza do pico e a confirmacao do
composto derivado de massa.

¢ Afaixa de massa ampliada de até 2000 m/z permite a
deteccéao de espécies de baixa carga e permite a
deteccéo dos perfis completos do estado de carga de
biomoléculas de tamanho médio.

e Um método de gradiente rapido permitiu a separagao
do perfil de impurezas do peptideo LL-37 em 2 min.
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Tabela 3. Dados para TR, Resolucao e Area Rel. de impurezas simuladas comparando o traco UV, TIC e XIC com m/z525,0
para LL-37 SKE (fragmento 2), m/z634,5 para LL-37 RKS (fragmento 1) e m/z643,0 para LL-37 (IFA)

Composto Tempo de Resolucao
retencao
[min]

LL-37 SKE 0,9 3,54
(fragmento 2)

LL-37 RKS 1,2 4,16
(fragmento 1)

LL-37 (IFA) 1,7 —

Saiba mais em thermofisher.com/ISQEM

Area Rel. Area Rel. Area Rel.
traco UV [%] traco TIC traco XIC
[%] [%]
4.4 4.3 5,9
16,5 21,9 25,1
100 100 100
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